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Profiline sind kleine Aktin-bindende Proteine, die bisher in allen untersuchten Eukaryonten 
identifiziert werden konnten. In der Regulation der Aktin-Dynamik übernehmen diese 
Proteine eine zentrale Funktion, in dem sie den Nukleotidaustausch der Aktin-Monomere 
beschleunigen. Außerdem fördern Profiline die Aktin-Polymerisation, in dem sie Aktin-
Monomere an die schnell-wachsenden Enden bestehender Aktin-Filamente befördern. Da 
diese Funktionen des Profilins ganz allgemein für die Modulation der Aktin-Dynamik aller 
eukaryontischer Zellen essentiell sind, ist die Existenz Gewebs-und Spezies-spezifischer 
Profilin-Isoformen bisher weitgehend unverstanden.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich das in Mammalia ubiquitär exprimierte 
Profilin1 und das ZNS-spezifische Profilin 2a redundant zueinander verhalten oder ob sie 
unterschiedliche Funktionen besitzen. Obwohl beide Proteine in vitro über ähnliche 
biochemische Eigenschaften verfügen, konnte durch die Verwendung Profilin-Isoform-
spezifischer Antikörper eine unterschiedliche Lokalisation von Profilin 1 und Profilin 2a in 
kultivierten Neuronen nachgewiesen werden. Während Profilin 1 überwiegend homogen in 
den Neuriten verteilt ist, akkumuliert Profilin 2a in synaptischen Strukturen. Neben dem 
spezifischen Nachweis beider Profilin-Isoformen in Neuronen konnte erstmals die Expression 
dieser Profiline in verschiedenen Gliazelltypen des Rattenhirns gezeigt werden. 
Für in vivo-Analysen wurde in dieser Arbeit ein RNAi-System entwickelt, mit dem direkt in 
Zellen endogene Proteine gegen exogene Varianten substituiert werden können. Durch dieses 
sogenannte „Knock down & Knock in“-System konnte der Einfluss von Profilin 2a-
Bindungsmutanten in organotypisch kultivierten Neuronen aus postnatalen Hippocampi der 
Maus untersucht werden. Der Verlust von Profilin 2a führt zu einer verringerten Anzahl von 
dendritischen Verzweigungen sowie von „dendritic spines“ in CA1-Neuronen. Durch die 
Substitution des endogenen Profilin 2a mit einer Profilin-Mutante mit reduzierter Aktin-
Bindung wurde gezeigt, dass die Modulation der dendritischen Morphologie auf der direkten 
Interaktion von Profilin 2a mit Aktin beruht. Hingegen bewirkt die Expression einer Poly-
Prolin-Bindungsmutante von Profilin 2a nicht nur eine Wiederherstellung der normalen 
dendritischen Komplexität der CA1-Neurone nach knock-down des Wildtyp-Profilin 2a, 
sondern führt darüber hinaus zu einer signifikanten Erhöhung der Dichte von „dendritic 
spines” in spezifischen Bereichen der CA1-Neurone. Diese Resultate deuten auf eine Aktin-
regulierende Funktion von Profilin 2a in excitatorischen Postsynapsen. 
Sequenzvergleiche ergaben, dass Profilin 2a zwischen verschiedenen Vertebraten weit höher 
konserviert ist als das in Mammalia ubiquitär exprimierte Profilin 1. Expressionsanalysen von 
Profilin 1 und Profilin 2a in verschiedenen Geweben belegten, dass Profilin 2a im Huhn nicht 
auf das zentrale Nervensystem beschränkt ist, sondern ubiquitär exprimiert wird. Durch 
RNAi-Experimente wurde gezeigt, dass in primären Hühnerfibroblasten vornehmlich Profilin 
2a anstelle von Profilin 1 für die Modulation der Zelladhäsion und Zellmotilität 
verantwortlich ist. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen mit der “Knock-down & Knock-in” Methodik, dass 
Profilin 2a neuro-spezifische Funktionen ausübt, die sich auf die Architektur und 
Morphologie von Synapsen auswirken. Andererseits weisen die Befunde an Hühnerzellen 
daraufhin, dass Profilin 2a, wie Profilin 1, prinzipiell als Regulator der Aktin-Dynamik 
fungieren kann.  
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1 Einleitung 
 
Eukaryontische Zellen haben innerhalb eines Organismus verschiedenste Aufgaben zu erfüllen: In 
Abhängigkeit intrinsischer und extra-zellulärer Signale müssen sie wachsen, sich teilen, bewegen, ihre 
Gestalt adaptieren, Stoffe aufnehmen oder abgeben. An vielen biologischen Prozessen in 
eukaryontischen Zellen ist das Mikrofilamentsystem beteiligt, das einen hochdynamischen Bestandteil 
des eukaryontischen Cytoskeletts darstellt. Eine zentrale Rolle haben Mikrofilamente während der 
Morphogenese inne, da durch deren individuelle Organisation die extrem hohe Vielfalt tierischer 
Zellen entsteht. Deren Erscheinungsformen reichen von eher apolaren Zellen wie z.B. B-Lymphocyten 
bis hin zu Neuronen, von denen einzelne Zellen über vielfältige Verzweigungen mit Tausenden 
anderer Zellen in Kontakt stehen können. Über die Morphologie einzelner Zellen hinaus vermittelt das 
Mikrofilamentsystem die koordinierte Bewegung tierischer Zellen sowie die Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Adhäsion, die z.B. für die Gewebebildung von fundamentaler Bedeutung sind. Auch in 
ausdifferenzierten Geweben übernimmt das Mikrofilamentsystem vielfältige Funktionen. Speziell 
wird dies anhand des im ständigen Wandel inbegriffenen zentralen Nervensystems deutlich, in dem 
dieses Proteinnetzwerk die strukturellen Voraussetzungen für Lern- und Gedächtnisprozesse schafft. 
 
1.1 Struktur und biochemische Eigenschaften des Mikrofilamentsystems 
 
Mikrofilamente bestehen aus dem hochkonservierten Strukturprotein Aktin, das bisher in allen 
untersuchten Eukaryonten identifiziert werden konnte (Schleicher & Jockusch, 2008). Neben der 
polymerisierten Form, F-Aktin, kann Aktin in Abhängigkeit äußerer Bedingungen als globuläres 
Monomer, G-Aktin, vorliegen. Das 42 kDa große G-Aktin-Molekül besitzt zwei Hauptdomänen, die 
durch eine Furche getrennt sind. In dieser Furche liegen entweder ADP oder ATP sowie zweiwertige 




Abb. 1.1: Struktur eines Aktin-Monomers 
Röntgen-Kristallstruktur von G-Aktin. Die einzelnen 
Subdomänen sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. 
In der Furche des G-Aktins liegen ATP und ein Calcium-
Ion komplexiert vor (Kabsch et al., 1990). Das 
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Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurde der prinzipielle Mechanismus der Aktin-Polymerisation in vitro  
untersucht. Unter geeigneten Bedingungen bezüglich der Ionen-Konzentration, dem pH-Wert und 
einer ausreichenden Menge an ATP erfolgt zu Beginn der langsamste und damit 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Polymerisation: die Bildung von Nukleationskeimen aus 
Aktin-Trimeren (Cooper et al., 1983). Anschließend kommt es in schneller Folge zur Anlagerung von 
Aktin-Monomeren und damit zur Bildung von helikalen Filamenten. Bedingt durch die Polarität der 
Aktin-Untereinheiten verfügen Aktin-Filamente über ein Minus- und ein Plus-Ende, an die sich die 
Aktin-Monomere mit unterschiedlicher Affinität anlagern (Pollard, 1986). Nach der Inkorporation in 
Filamente erfolgt an den Aktin-Molekülen die Hydrolyse von ATP. Diese Reaktion führt zu einer 
Konformationsänderung der Aktin-Untereinheiten, die die Depolymerisation der Filamente vom 
Minus-Ende her begünstigt (Abb. 1.2, Fujiwara et al., 2002, Kuhn & Pollard, 2005).  
 
Abb. 1.2: Darstellung der Aktin-Dynamik 
ATP-gebundenes G-Aktin bindet bevorzugt an 
das Plus-Ende (barbed end) der Aktin-Filamente. 
ATP wird im Aktin-Filament hydrolysiert. Die 
Depolymerisation des ADP-gebundenen G-
Aktins erfolgt am Minus-Ende (pointed end) der 
Aktin-Filamente. Nach der Depolymerisation 
wird an freiem G-Aktin ADP zu ATP 
ausgetauscht (übernommen aus Pak et al., 2008). 
 
Diese Abläufe wurden unter in vitro variierbaren Parametern ermittelt. Bei den im Cytosol 
eukaryontischer Zellen vorherrschenden Bedingungen würde Aktin ohne Regulationsmechanismen  
überwiegend zu Filamenten polymerisiert vorliegen. Daher werden der Grad der Aktin-Polymerisation 
und die Organisation der Filamente zu Suprastrukturen durch eine Vielzahl Aktin-assoziierter Proteine 
bestimmt. Da sich der wesentliche Teil dieser Arbeit mit der Funktion des Aktin-Regulators Profilin 
im zentralen Nervensystem beschäftigt, wird daher zunächst detailliert auf die Funktionen des Aktin-
Cytoskeletts in neuronalen Zellen eingegangen. 
 
1.2 Funktionen des Aktin-Cytoskeletts in der Neuritogenese 
 
Unter all den verschiedenen Zelltypen im tierischen Organismus besitzen Neurone die wahrscheinlich 
komplexeste Morphologie. Zu Beginn ihrer Differenzierung liegen Neurone jedoch als apolare Zellen 
vor, die nach und nach zwei Formen von neuronalen Ausläufern, Axone und Dendriten, ausbilden 
(Dotti et al., 1988). In Abhängigkeit des Neuron-Subtypus verfügen Axone und Dendriten über eine 
charakteristische Morphologie: Axone legen meist weite Strecken zurück, führen oft mehrfach 
Richtungswechsel durch und verzweigen sich schließlich an ihren Enden.  
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Dagegen erreichen Dendriten meist nicht die Längen von Axonen. Stattdessen bilden sie komplexe 
Verzweigungen aus, die je nach Neuron-Subtyp eine spezifische Anordnung besitzen und sich bei 
Lern- und Gedächtnisvorgängen in Form und Größe verändern können (Maletic-Savatic et al., 1999; 
Sorensen & Rubel, 2006; Spruston, 2008). An den Enden dieser Neuriten befinden sich die 
Wachstumskegel, die fingerartige Filopodien und breitgefächerte Lamellipodien ausbilden. Ähnlich 
wie nichtneuronale Zellen bewegen sich die Wachstumskegel der Axone und Dendriten mit diesen 




Abb. 1.3 Aktin-Organisation im Wachstumskegel   
Die Wachstumskegel neuronaler Zellen verfügen in ihrer 
Peripherie über Filopodien und Lamellipodien. Filopodien 
enthalten Aktin-Bündel, während in Lamellipodien Aktin-
Filamente netzartig angeordnet sind (übernommen aus Pak 





Die Wanderung der Neuriten ist maßgeblich von der Organisation und Dynamik des Aktin-
Cytoskeletts abhängig. Zur Fortbewegung der Wachstumskegel werden in vorderster Front der 
Wachstumskegel durch Aktin-Polymerisation Lamellipodien und Filopodien neu gebildet bzw. 
erweitert. Dem gegenüber stehen die gezielte Depolymerisation von Aktin-Filamenten sowie über 
Myosin-Motorproteine retrograd wirkende Zugkräfte, durch die Lamellipodia und Filopodia 
zurückgebildet oder zurückgezogen werden können (Zhou & Cohan, 2001; Ahmad et al., 2000; Gallo 
et al., 2002). Für die gerichtete Bewegung der Neuriten werden diese Mechanismen derart 
ausbalanciert, dass in Bewegungsrichtung die Aktin-Polymerisation überwiegt. Währenddessen findet 
in anderen Regionen ein Ausgleich der gegensätzlichen Kräfte statt. Entsprechend bewirkt die 
selektive Behandlung kleiner Areale von Wachstumskegeln mit F-Aktin-destabilisierenden 
Cytotoxinen einen Richtungswechsel wachsender Axone (Fan & Raper, 1995). Neuriten führen somit 
in Abhängigkeit extra-zellulärer und intrinsischer Signale durch asymmetrische Bildung und 
Destabilisierung von Lamellipodien und Filopodien Richtungswechsel durch (Dent & Gertler, 2003). 
Zusätzlich kann eine entsprechende Verteilung positiv und negativ auf das Mikrofilamentsystem 
einwirkender Signale auch die Verzweigung eines Wachstumskegels auslösen (Zhou & Cohan, 2001). 
Am Ende der Neuritogenese werden die Wachstumskegel von Axonen in synaptische Strukturen 
umgewandelt, was mit einer distalen Akkumulation von Aktin verbunden ist (Zhang & Benson, 2001). 
 
 Einleitung 4 
1.3 Das Aktin-Cytoskelett in Synapsen 
 
Neben der Bildung von Axonen und Dendriten ist das Aktin-Cytoskelett in Neuronen eine treibende 
Kraft bei der Entstehung, Erhaltung und Modifikation chemischer Synapsen. Im Folgenden werden 
daher die Organisationsformen und Funktionen des Aktin-Cytoskeletts in reifen Synapsen erläutert. 
 
1.3.1 Die Organisation des Aktin-Cytoskeletts in der Präsynapse 
 
Die Präsynapse stellt das Subkompartiment der Axone dar, von dem aus Neurotransmitter per 
Exocytose von Vesikeln in den synaptischen Spalt ausgeschüttet werden. Diese synaptischen Vesikel 
durchlaufen in der Präsynapse einen Zyklus: Zunächst werden in Reserve gehaltene Vesikel aus dem 
Zentrum der Präsynapse zur so genannten Aktiven Zone, die unmittelbar an der Plasmamembran zum 
synaptischen Spalt gelegen ist, geleitet. In der Aktiven Zone findet vorübergehend eine Verankerung 
der Neurotransmitter enthaltenden Vesikel, das „vesicle docking“, statt. Anschließend werden die 
Vesikel für die Ausschüttung vorbereitet, in dem sie in einem ATP-abhängigen Schritt, dem „vesicle 
priming“, mit SNARE-Proteinen assoziiert werden. Diese Vesikel stehen nach der Ausbildung der 
SNARE-Proteinkomplexe zur Exocytose bereit und bilden den „readily releasable pool (RRP)“. Nach 
Eingang von Aktionspotenzialen löst einströmendes Calcium die Fusion der RRP-Vesikel mit der 
Plasmamembran aus. Die Regeneration der synaptischen Vesikel erfolgt peripher zu der Aktiven Zone 
durch Endocytose. Von dort erfolgt ein Rücktransport der regenerierten Vesikel in das Innere der 
Präsynapse (Südhof, 2004; Becherer & Rettig, 2006). 
Dieser Zyklus synaptischer Vesikel ist maßgeblich durch die Mitwirkung des Aktin-Cytoskeletts 
bestimmt (siehe Abb. 1.4). Die im Inneren einer Präsynapse befindlichen Reserve-Vesikel werden in 
einem Netzwerk aus Aktin-Filamenten und Synapsinen organisiert, das die frühzeitige Mobilisierung 
der Vesikel verhindert (Greengard et al., 1994; Siksou et al., 2007). Der Transfer dieser Vesikel aus 
dem Inneren der Präsynapse in die Aktive Zone erfolgt über Mikrofilament-abhängige Motorproteine 
(Abb. 1.4, Watanabe et al., 2005). 
Direkt an der Aktiven Zone erfüllen Aktin-Filamente verschiedene Funktionen: Einerseits bauen 
Aktin-Filamente eine Barriere auf, die Vesikel von der vorzeitigen Fusion mit der Plasmamembran 
abhalten. Zum anderen könnte diese Barriere auch dazu dienen, für die Exocytose bestimmte Vesikel 
in der Aktiven Zone zu konzentrieren (Halpain, 2003).  
Neben der Mobilisierung und Exocytose von Vesikeln ist das Recycling synaptischer Vesikel 
ebenfalls abhängig von der Organisation des Aktin-Cytoskeletts. Bereits zu Beginn der Endocytose 
werden die Effektoren der endocytotischen Maschinerie an Aktin-Filamenten direkt unterhalb der 
Plasmamembran lokalisiert (Kaksonen et al., 2006). Während der Knospung von Vesikeln wirkt das 
Aktin-Cytoskelett durch das Aufbauen von Zugkräften unterstützend.  
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Außerdem wird postuliert, dass für die letztendliche Abschnürung endocytotischer Vesikel lokal eine 
Depolymerisation des cortikalen Aktin-Cytoskeletts zu erfolgen hat (Qualmann et al., 2000). Zur 
Regeneration synaptischer Vesikel werden die endocytotisch entstandenen Vesikel Aktin-abhängig in 
das Zentrum der Präsynapse transportiert. Dieser Vorgang erfolgt über zwei wesentliche 
Mechanismen: Einerseits einen Vortrieb der Vesikel bedingt durch die Aktin-Polymerisation 
(Lanzetti, 2007) und andererseits werden die Vesikel auf bestehenden Aktin-Filamenten durch das sich 
retrograd bewegende Motorprotein Myosin VI aktiv transportiert. Über diese Mechanismen werden 
Vesikel nicht nur innerhalb einer Präsynapse, sondern auch zwischen benachbarten Präsynapsen 
transportiert (Abb. 1.4, Darcy et al., 2006). 
 
Abb. 1.4 Die Beteiligung des Mikrofilamentsystems an Prozessen des prä-synaptischen Vesikelzyklus 
Darstellung des Vesikelzyklus im Zusammenhang mit der prä-synaptischen Aktin-Organisation. a) Vesikel des 
Reservepools werden Aktin-abhängig in die Aktive Zone für das „vesicle docking“ transportiert. b) Übertritt der 
Vesikel in den „ready releasable pool (RRP). c) Ausschüttung von Neurotransmittern durch Aktin-abhängige 
Exocytose von RRP-Vesikeln. d) Vesikel-Recycling peripher zur Aktiven-Zone durch Myosin VI. e) Transport 
synaptischer Vesikel zwischen Synapsen über Aktin-Filamente (übernommen aus Cingolani & Goda, 2008) 
   
1.3.2 Das Aktin-Cytoskelett in exzitatorischen Postsynapsen 
 
Aktin ist ebenfalls ein integraler Bestandteil postsynaptischer Strukturen. Dies gilt insbesondere für 
exzitatorische Postsynapsen, die überwiegend in Aktin-reichen dendritischen Fortsätzen, den so 
genannten „„dendritic spines““, lokalisiert sind. Diese Strukturen, die bereits 1888 von Ramon y Cajal 
beschrieben worden sind, weisen eine äußerst vielseitig Morphologie auf (Abb. 1.5). Die 
Erscheinungsformen der „dendritic spines“ reichen von kleinen kompakten (stubby) über ausladende 
pilzähnliche (mushroom) hin zu dünnen Strukturen (thin) (Yuste & Bonhöffer, 2004). 
Echtzeitbeobachtungen von „dendritic spines“ unter Verwendung von GFP-Aktin haben gezeigt, dass 
„dendritic spines“ in kürzester Zeit über das Aktin-Cytoskelett Veränderungen in ihrer Morphologie 
erfahren können (Fischer et al., 1998; Halpain et al., 1998; Star et al., 2002).  
Aktuelle Hypothesen lassen vermuten, dass Aktin-abhängige Änderungen in Anzahl, Größe und 
Morphologie der „dendritic spines“ Veränderungen in der neuronalen Aktivität von Neuronen 
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wiederspiegeln (Fischer et al., 2000; Holtmaat et al., 2006). Folglich wird der Reorganisation von 
„dendritic spines“ als Aktin-abhängige strukturelle Plastizität eine Schlüsselrolle bei Vorgängen des 
Lernens und der Gedächtnisbildung zugeordnet (Bourne & Harris, 2007). So konnte gezeigt werden, 
dass je nach synaptischer Aktivität die Organisation des F-Aktins in „dendritic spines“ beeinflusst 
wird. Speziell durch Nutzung einer „fluorescence energy transfer (FRET)“-Technik konnte in Echtzeit 
der Polymerisationsgrad des Aktins direkt in „dendritic spines“ verfolgt werden. Durch Stimulationen 
der Neuronen unter Bedingungen, die als so genannte „long term potentation (LTP)“ eine 
langanhaltende Verstärkung synaptischer Verbindungen zur Folge haben, wurde der Anteil an F-Aktin 
und, in Folge, das Volumen der „dendritic spines“ vergrößert. Dagegen führt die dauerhafte 
Schwächung von Synapsen per „long term depression (LTD)“ zu einer Erhöhung des G-Aktin-Anteils 
und der Schrumpfung von „dendritic spines“ (Fukazawa et al., 2003, Okamoto et al., 2004, Lin et al., 
2005). Weiterführende Studien mit photoaktivierbarem GFP-Aktin haben gezeigt, dass in den Köpfen 
nahe der Postsynapse die Aktin-Filamente hochdynamisch sind, während die Mikrofilamente in den 
Hälsen der „dendritic spines“ stabil sind. Eine Stimulation der exzitatorischen Synapsen vergrößert die 
Menge an dynamischen Filamenten in den Köpfen der „dendritic spines“ und führt zu deren 
Vergrößerung (Honkura et al., 2008). 
 
 
Abb. 1.5: Morphologie der „dendritic spines“ 
Verschiedene Erscheinungsformen der „dendritic spines“. In Abhängigkeit der Größenverhältnisse der dendritic 
spine-Köpfe und Hälse werden „dendritic spines“ in die Kategorien „stubby“, „thin“ und „mushroom“ eingeteilt. 
(übernommen aus Zagrebelsky et al., 2005) 
 
In den Köpfen der „dendritic spines“ befinden sich Glutamat-Rezeptoren, von denen die α-Amino-3-
Hydroxy-5-Methyl-4-Isoazolpropionat (AMPA)- und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren die 
Mehrheit bilden.  
Diese Rezeptoren sind in ein kompaktes, laminar aufgebautes Proteinnetzwerk eingebunden, der 
postsynaptic density (PSD), die direkt gegenüber präsynaptischen Kompartimenten gelegen ist. 
Unterhalb der Plasmamembran binden eine Vielzahl von Adapterproteinen wie PSD95 und 
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ProSAP/Shank-Proteine an die Glutamat-Rezeptoren (Abb. 1.6). In zweiter Reihe binden 
Mikrofilament assoziierte Proteinen diese Adaptorproteine und stellen Kontakt zum Aktin-Cytoskelett 
her (Abb. 1.6; Rostaing et al., 2006). Durch diese Anordnung scheint das Mikrofilamentsystem an der 
Organisation der Rezeptoren in Mikrodomänen innerhalb der PSD beteiligt zu sein, da die 
Depolymerisation der Aktin-Filamente die Verringerung von Glutamat-Rezeptoren in der PSD zur 
Folge hat (Allison et al., 2000).  
 
 
Abb. 1.6 Schematische Darstellung der PSD exzitatorischer Postsynapsen 
Tetramere NMDA-Rezeptoren werden direkt unter der Plasmamembran durch Adapterproteine wie PSD95 und 
ProSAP gebunden. Durch die Interaktion mit Aktin-assoziierten Proteinen wird der Kontakt mit dem Aktin-
Cytoskelett hergestellt (übernommen aus Jockusch et al., 2004). 
 
1.3.3 Das Aktin-Cytoskelett in der inhibitorischen Postsynapse 
 
Obwohl bei inhibitorischen Synapsen keine derart auffälligen Strukturen wie „dendritic spines“ 
vorhanden sind, ist auch in diesem Synapsen-Typ das Aktin-Cytoskelett von Bedeutung. Analog zu 
exzitatorischen Synapsen werden auch die Rezeptoren der inhibitorischen Synapsen durch ein 
postsynaptisches Gerüst organisiert. Im Gegensatz zur Vielzahl von Adapterproteinen in 
exizitatorischen Synapsen basiert das Gerüst hauptsächlich auf dem Protein Gephyrin (Jockusch et al., 
2004). Dieses Gerüstprotein besteht aus einer N-terminalen G-Domäne und einer C-terminalen E-
Domäne, die durch eine Poly-Prolin reiche Linker-Region verbunden sind. Durch Selbstassoziation in 
Form einer Trimerisierung über die G-Domänen und Dimerisierung der E-Domänen bilden Gephyrin-
Moleküle hexagonale Cluster, in denen Glycin-Rezeptoren und die meisten Isoformen der Gamma-
Aminobuttersäure-(GABA)-Rezeptoren organisiert werden (Sola et al., 2004; Lardi-Studler et al., 
2007). Pharmakologische Experimente mit Cytotoxinen haben eine Assoziation von Gephyrin sowohl 
mit Mikrotubuli als auch mit dem Mikrofilamentsystem belegt (Abb. 1.7). Während die 
Depolymerisation der Mikrotubuli zu einer verringerten Anzahl postsynaptischer Gephyrin-Cluster 
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führt, bleibt während des Verlustes der Aktin-Filamente die Menge an Gephyrin-Clustern konstant 
(Kirsch & Betz, 1995). Jedoch verringern sich durch Depolymerisation der Aktin-Filamente die 
Abstände zwischen den Gephyrin-Rezeptor-Clustern und auch deren Größe (Kirsch & Betz, 1995). 
Mit Hilfe von Echtzeitbeobachtungen von Fluorochrom-markierten Gephyrin-Clustern und Glycin-
Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass nach Depolymerisation des Aktins die Rezeptoren eine 
erhöhte Membrandynamik besitzen und somit vermehrt aus den Synapsen diffundieren (Hanus et al., 
2006; Charrier et al., 2006). Daher scheint die Plastizität inhibitorischer Synapsen auf dem Aktin-
Cytoskelett-abhängigen Austausch von Proteinen zwischen synaptischen und extra-synaptischen 
Rezeptor-Gephyrin-Komplexen zu basieren (Kneussel & Loebrich, 2007).  
 
 
Abb. 1.7: Aufbau der PSD inhibitorischer Postsynapsen mit Glycin-Rezeptoren 
Glycin-Rezeptoren werden durch ein Gerüst aus hexagonalen Gephyrin-Clustern organisiert. Diese stehen über 
Profilin und Mena mit dem Aktin-Cytoskelett in Kontakt (übernommen aus Jockusch et al., 2004). 
 
Anhand biochemischer Experimente konnte belegt werden, dass die Assoziation von Gephyrin mit 
Mikrotubuli und dem Mikrofilament-System auf unterschiedlichen Mechanismen beruht (Jockusch et 
al., 2004). Während Gephyrin Mikrotubuli direkt bindet, erfolgt die Assoziation mit F-Aktin indirekt 
über die Aktin-assozierten Proteinen VASP/Mena und Profilin (Kirsch et al., 1991; Hanus et al., 2006; 
Giesemann et al., 2003; Bausen et al., 2006). Der exakte Mechanismus, über den Rezeptor-Gephyrin-
Komplexe mit Hilfe dieser Proteine mit dem Mikrofilamentsystem in Kontakt stehen, ist allerdings 
bisher unbekannt. Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Profilin ist nicht auf inhibitorische 
Synapsen von Neuronen beschränkt. Dieses Protein besitzt eine Schlüsselposition in der Regulation 
der Aktin-Dynamik sowohl in neuronalen als auch nicht-neuronalen Zellen. Aufgrund der 
Interaktionen von Profilin mit einer Vielzahl verschiedenster Liganden wird vermutet, dass dieses 
Protein neben der Aktin-Dynamik noch weit mehr zelluläre Prozesse reguliert. Im Folgenden werden 
daher die bisher bekannten Eigenschaften und Funktionen von Profilin näher erläutert. 
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1.4 Profilin 
 
Profiline sind 14-17 kDa kleine, G-Aktin-bindende Proteine einer großen Genfamilie. Vor 30 Jahren 
wurde Profilin erstmals beschrieben, in dem es zusammen mit Aktin aus Kalbsmilz gereinigt wurde 
(Carlsson et al., 1977). Die Bezeichnung „Profilin“ resultiert aus dessen zu diesem Zeitpunkt zuerst 
beobachteter Eigenschaft, im Überschuss vorliegend die Aktinpolymerisation zu hemmen; Aktin also 
in einem „pro-filamentösen“ Zustand zu halten. Allerdings deuten die meisten weiterführenden 
Studien auf eine überwiegend polymerisationsfördernde Wirkung von Profilin. Seit der Entdeckung 
des Rinder-Profilin 1 wurden in bisher allen untersuchten Eukaryonten Profiline nachgewiesen. Sogar 
zwei Arten der Pockenviren und das Cyanobakterium Microcystis aeruginosa verfügen in ihrem 
Genom über ein Profilin-Gen (Blasco et al., 1991; Butler-Cole et al., 2007; Guljamow et al., 2007). 
Tendenziell nimmt die Anzahl der Profilin-Gene innerhalb der Eukaryonten mit der Komplexität der 
Organismen zu. Einzellige Organismen wie Saccharomyces cerevisae oder Acanthamoeba castelanii 
verfügen über ein Profilin-Gen bzw. zwei Profilin-Gene (Haarer et al., 1990; Kaiser et al., 1986). Der 
Schleimpilz Dictyostelium discoideum, der sich an der Schwelle zu einem vielzelligen Organismus 
befindet, exprimiert drei Profilin-Isoformen (Arasada et al., 2007). In Mammalia konnten bisher vier 
Profilin-Gene identifiziert werden. Führend in der Anzahl unterschiedlicher Profiline innerhalb eines 
Organismus sind die Pflanzen mit bis zu zehn Profilin-Genen (Huang et al. 1996). Zusätzlich kann 
innerhalb eines Organismus durch alternatives Spleißen die Anzahl an exprimierten Profilin-Varianten 
erhöht sein. Sequenzvergleiche von Profilinen verschiedener Organismen ergaben, dass die Profiline 
mit einer Sequenzidentität von teilweise weniger als 25% einen hohen Grad an Divergenz aufweisen 
können (Pollard & Quirk, 1994). Die Einordnung eines Proteins in die Profilin-Familie beruht daher 
nicht auf Sequenzhomologien, sondern auf anderen Kriterien wie einer gemeinsamen Tertiärstruktur 
und charakteristischen biochemischen Eigenschaften. 
 
1.4.1 Die Struktur von Profilin 
 
Alle bisher erfolgten Strukturaufklärungen von Profilinen unterschiedlichster Herkunft deuten auf eine 
gemeinsame Tertiärstruktur hin: Ein aus sieben Strängen bestehendes kompaktes Beta-Faltblatt bildet 
das Zentrum des Moleküls, das von vier α-Helices umgeben ist. Die N-und C-Termini besitzen eine 
alpha-helikale Struktur und sind zueinander angeordnet. Durch diese Anordnung der Termini entsteht 
eine hydrophobe Bindungstasche (Abb. 1.8, Schutt et al., 1993; Fedorov et al., 1994; Fedorov et al., 
1997; Domke et al., 1997). 
 Einleitung 10 
 
Abb. 1.8: Struktur des Rinderprofilin 1 mit den Bindungsregionen für G-Aktin (rot), Phospholipide 
(grün) und Poly-Prolin-Liganden (blau) (übernommen aus Jockusch et al. 2007)  
 
Allerdings ist die konservierte Struktur nur bedingt ein Kriterium für die Einordnung eines Proteins in 
die Profilin-Familie. Im Laufe der Zeit wurden Profilin-ähnliche Proteine wie p14 oder Proteine mit 
einer Profilin-ähnlichen Domäne wie die SNARE-Proteine Sec22b und Ykt6 identifiziert (Qian et al., 
2005; Gonzalez et al., 2001; Tochio et al., 2001). Diese Proteine wurden nicht als Profiline 
klassifiziert, da sie nicht in der Lage sind, die typischen Profilin-Liganden G-Aktin, 
Phosphatidylinositide und Proteine mit Poly-Prolin-Motive zu binden. 
 
1.4.2 Liganden von Profilin 
 
Durch Strukturanalysen von Profilin im Komplex mit G-Aktin, dem so genannten Profilaktin-
Komplex, wurde gezeigt, dass Profilin unter Beteiligung der β-Faltblätter 4, 5 und 6 sowie der Alpha-
Helices 3 und 4 die Subdomänen 1 und 3 des G-Aktin bindet (siehe Abb. 1.9, Schutt et al. 1993). 
Neben den verschiedenen Aktin-Isoformen interagiert Profilin mit dem „actin related protein 2 
(Arp2)“ des Arp2/3-Komplexes, der die Nukleation neuer Aktin-Filamente katalysiert (Machesky et 
al., 1994; Mullins et al., 1998). 
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Abb. 1.9: Struktur des Komplexes aus Rinderprofilin 1 (gelb) und G-Aktin (blau)  
(übernommen aus Jockusch et al. 2007) 
 
Neben G-Aktin und Aktin verwandten Proteinen interagiert Profilin über die G-Aktin-Bindungsregion 
mit Gephyrin (Giesemann et al., 2003). Gephyrin erfüllt im Organismus zwei wesentliche Funktionen: 
Wie zuvor beschrieben, fungiert Gephyrin im zentralen Nervensystem als Gerüstprotein für Glycin-
Rezeptoren und GABA-Rezeptoren (Fritschy et al., 2008). Darüber hinaus ist Gephyrin bzw. dessen 
Homologe an der Synthese des Molybdän-Cofaktors beteiligt, der für die Funktionalität vieler Enzyme 
essentiell ist (Stallmeyer et al., 1999).  
Eine stetig wachsende Gruppe von Profilin-Liganden sind Proteine, die Poly-Prolin-Motive 
beinhalten. Zu Beginn der Erforschung von Profilin wurde eine hochaffine Bindung von Profilin zu 
synthetischen Poly-Prolin-Peptiden festgestellt (Tanaka & Shibata, 1985), die zur effizienten 
biochemischen Reinigung des Proteins genutzt wurde. Allerdings konnte in den darauffolgenden zehn 
Jahren nach der Entdeckung der Poly-Prolin-Bindung kein natürlicher Poly-Prolin-Ligand identifiziert 
werden. Erst mit dem „Vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP)“ wurde ein Protein als Poly-
Prolin-Ligand von Profilin entdeckt (Reinhard et al., 1995). Seitdem wurde eine Vielzahl von weiterer 
Poly-Prolin-Liganden identifiziert, die in Tabelle 1 zusammen gefasst sind. All diesen Liganden sind 
Bindungsmotive für Profilin gemeinsam, die aus einem kontinuierlichen Bereich aus acht bis zehn 
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Tab. 1: Poly-Prolin-Liganden von Profilin 
Profilin-Ligand Referenzen 
Ena/Mena/VASP-Proteine Reinhard et al., 1995; Gertler et al., 1996 
Formine Watanabe et al., 1997; Krebs et al., 2001 
WASP & WAVE Suetsugu et al., 1998; Miki et al., 1998 
Palladin Boukelifa et al., 2006 
Drebrin Mammoto et al., 1998 
Dynamin 1 Gareus et al., 2006 
Survival motoneuron protein 
(SMN) 
Giesemann et al., 1999 
p42POP Lederer et al., 2005 
Prrp Zhao et al., 2001 
RIAM Lafuente et al., 2004 
Piccolo/Aczonin Wang et al., 1999 
Huntingtin Shao et al., 2008 
 
Als Bindungstasche für diese Poly-Prolin-Liganden wurde die hydrophobe Region des Profilins 
identifiziert, die durch die Anordnung der Termini gebildet wird (siehe Abb. 1.10, Mahoney et al., 
1997). Da sich diese Bindungsregion direkt gegenüber der Aktin-Bindungstasche befindet, können in 
den meisten Fällen G-Aktin und Poly-Prolin-Liganden simultan durch Profilin gebunden werden. 
 
 
Abb. 1.10: Struktur von Rinderprofilin 1 (gelb) komplexiert mit einem Poly-Prolin-Peptid (rot) 
(übernommen aus Jockusch et al. 2007) 
 
Die Bindung der dritten Gruppe von Profilin-Liganden, der sauren Phospholipide, wurde erstmals 
anhand von Rinder-Profilin 1 und Phosphatidyl-4,5-bisphosphat (PIP2) nachgewiesen (Lassing & 
Lindberg, 1985). Hierbei zeigte sich, dass PIP2 mit G-Aktin um die Bindung an Profilin konkurriert 
und den Profilaktin-Komplex aufzulösen vermag.  
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Im Falle des humanen Profilin 1 konnte gezeigt werden, dass auch eine Kompetition mit Poly-Prolin 
erfolgen kann (Lambrechts et al., 2002). In Übereinstimmung mit dem beobachteten kompetitiven 
Bindungsverhalten der Liganden an Profilin 1 befinden sich die für die Phosphatidylinostol-4,5-
bisphosphat-Bindung entscheidenden Aminosäure-Reste sowohl im Bereich der Aktin-
Bindungsdomäne als auch nahe des C-Terminus (siehe Abb. 1.8, Sohn et al., 1995; Lambrechts et al., 
1997; Chaudhary et al., 2001; Lambrechts et al., 2002). Unklar ist allerdings, ob es sich insgesamt um 
eine zusammenhängende Domäne oder zwei separate Lipid-Bindungsmotive, jeweils in der Aktin-
Domäne und nahe des C-Terminus, handelt. Gelfiltrationsexperimente mit quervernetzten Profilaktin-
Komplexen und PIP2 deuten auf letzteres hin (Skare & Karlsson, 2002). 
    
1.4.3 Cytoplasmatische Funktionen von Profilin 
 
Eine essentielle Funktion von Profilin in der Regulation der Aktin-Dynamik wird anhand von 
Organismen deutlich, in denen der Verlust von Profilin drastische Defekte bei Zellwachstum, 
Cytokinese und folglich in der Embryonalentwicklung hervorruft (Haarer et al., 1990; Verheyen & 
Cooley, 1994; Haugwitz et al., 1994; Witke et al., 2001; Severson et al., 2002; Rawe et al., 2006). Für 
die Art und Weise, wie Profilin das Aktin-Cytoskelett beeinflusst, wurden seit dessen Entdeckung 
verschiedene Mechanismen postuliert. Die bereits bei der Erstbeschreibung von Profilin entdeckte 
Inhibition der Aktin-Polymerisation bei in vitro-Experimenten führte zu der Hypothese, dass Profilin 
ein Faktor sei, der in der Zelle freies G-Aktin bindet und bereit hält (Karlsson et al., 1977). 
Quantifizierungen des Profilin-Gehaltes ergaben jedoch erhebliche Unterschiede in den untersuchten 
Organismen. Während in einzelligen Organismen die Menge an Profilin tendenziell ausreicht, um die 
vorliegende Menge an Aktin-Monomere zu binden, ist in den meisten höheren Eukaryonten für diese 
Funktion nicht genügend Profilin vorhanden (Southwick & Young, 1990; Kaiser et al., 1999). Hier 
erfolgt die Bindung des G-Aktin durch Thymosin β4.  
In biochemischen Analysen wurde ermittelt, dass die Interaktion mit Profilin die Nukleotid-
Bindungstasche des gebundenen G-Aktins weitet und somit den Austausch von ADP zu ATP am G-
Aktin-Molekül um das 140 fache beschleunigt (Goldschmidt-Clermondt et al., 1991; Pereloizen et al., 
1995; Selden et al., 1999). Mit der Entdeckung des beschleunigten Nukleotidaustausches wurde 
zunächst postuliert, dass Profilin lokal z.B. an der Führungslamelle sich bewegender Zellen die Aktin-
Polymerisation durch die Bereitstellung von ATP-G-Aktin fördert (Goldschmidt-Clermont et al., 
1991). Weitere Studien haben jedoch gezeigt, dass der polymerisationsfördernde Effekt von Profilin 
über die bloße Funktion als G-Aktin-spezifischer Nukleotidaustauschfaktor hinausgeht.  
Neben der Katalyse des Nukleotidaustausches orientiert Profilin gebundene Aktin-Monomere optimal 
für deren Bindung an die schnell wachsenden Enden von Aktin-Filamenten (Minehardt et al., 2006). 
Dies geschieht in Kooperation mit Poly-Prolin-Liganden aus den Familien der VASP/Ena- bzw. 
WASP/WAVE-Proteine und den Forminen, die nicht nur mit Profilin, sondern mit höherer Affinität 
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mit Profilaktin-Komplexen interagieren. Durch in vitro-Experimente wurde belegt, dass die 
Elongation von Aktin-Filamenten durch VASP und Formine erheblich durch die Anwesenheit von 
Profilin beschleunigt wird (Walders-Harbeck et al., 2002; Romero et al., 2004; Michelot et al., 2005, 
Kovar et al., 2006). Diese Befunde konnten kürzlich erstmals anhand von Strukturanalysen bestätigt 
werden. Proteine wie VASP oder mDia1 verfügen über repetitive Poly-Prolin-Motive, an die simultan 
mehrere Profilaktin-Komplexe gebunden werden können. Somit steht für eine schnelle Aktin-
Polymerisation eine große Menge an optimal orientierten G-Aktin-Molekülen zur Verfügung, die über 
einen Lademechanismus unter Dissoziation von Profilin an die Enden der VASP bzw. mDia1-
gebundenen Aktinfilamente addiert werden (Ferron et al., 2007; Kursula et al., 2008). Aufgrund der 
Akkumulation dieser Poly-Prolin-Liganden in der Führungslamelle sich bewegender Zellen und in 
Adhärenzverbindungen ist Profilin wesentlich an der Zellmigration und der Zelladhäsion beteiligt 
(siehe Abb. 1.11). 
 
Abb. 1.11: Darstellung ausgewählter Aktin-abhängiger Prozesse an der Plasmamembran unter 
Beteiligung von Profilin (übernommen aus Jockusch et al. 2007)  
  
Neben der Kooperation von Profilin mit Mikrofilament-assoziierten Proteinen bei der Aktin-
Polymerisation wird vermutet, dass Profilin die Funktion anderer Poly-Prolin-Liganden über direkte 
Interaktion regulieren kann. Ein Beleg für diese Hypothese ist z.B. die Profilin-abhängige Regulation 
der GTPase Dynamin 1, die für die finale Abschnürung endocytotischer Vesikel verantwortlich ist 
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1.4.3 Funktionen von Profilin im Zellkern 
 
Obwohl die Mehrheit der Profilin-Liganden überwiegend im Cytoplasma zu finden ist, wurden im 
Laufe der Zeit mehr und mehr Profilin-Liganden im Nucleus identifiziert. Anhand der Interaktion von 
Profilin mit dem “survival motoneuron protein (SMN)“ und p80coilin sowie der Lokalisation in Kern-
Subkompartimenten wie Spleißosomen, „gems“ und „Cajal-bodies“ wird postuliert, dass Profilin 1 die 
Prozessierung von mRNAs beeinflusst (Giesemann et al., 1999; Skare et al., 2003, Sharma et al., 
2005).  
Neben einer Beteiligung an Spleißvorgängen existieren Hinweise, dass Profilin zudem Einfluss auf die 
Transkription nimmt. Ein Beispiel dafür ist die Modulation der Transkription durch Profilin über die 
Interaktion mit dem kürzlich identifizierten Myb-verwandten Transkriptionsfaktor p42POP. In 
Reportergen-Experimenten konnte demonstriert werden, dass die reprimierende Wirkung von p42POP 
auf die Genexpression durch die Wechselwirkung mit Profilin gehemmt wird (Lederer et al., 2005).  
Abgesehen von Prozessen der Genregulation scheint Profilin eine Rolle beim Export überschüssigen 
Aktins aus dem Zellkern zu spielen. Der Faktor Exportin 6 erkennt spezifisch Profilin gebundenes G-
Aktin und transportiert diesen Komplex aus dem Zellkern (Stüven et al., 2003). Ob Profilin zusammen 
mit Aktin in weitere Prozesse im Zellkern involviert ist, ist bisher noch unbekannt. 
  
1.4.4 Profilin-Isoformen in Mammalia 
 
Da die Regulation der Aktin-Dynamik durch Profilin in allen eukaryontischen Zellen essentiell ist, 
blieben bisher die Funktionen von verschiedenen Profilin-Isoformen innerhalb eines Organismus 
weitestgehend unverstanden. Insbesondere angesichts der Tatsache, dass Profiline unterschiedlichster 
Herkunft auch Funktionen in fremden Organismen übernehmen können. Für Birkenprofilin konnte 
beispielsweise gezeigt werden, dass es in vitro die Polymerisation des muskelspezifischen α-Aktin 
beeinflusst und analog zu humanen Profilin 1 bei Überexpression Aktin-Filamente stabilisiert (Giehl et 
al., 1994; Finkel et al., 1994; Rothkegel et al., 1996). Der Phänotyp von Profilin 1- und 2-defizienten 
Dictyostelien, die in ihrer Aktin-Organisation, Cytokinese und Entwicklung beeinträchtigt sind, 
konnte durch das Einbringen von exogenem Mais- oder Rinder-Profilin behoben werden (Haugwitz et 
al., 1994; Karakesisoglou et al., 1996; Schlüter et al., 1998).  
Aufgrund der teils entwicklungsabhängigen, teils gewebespezifischen Expressionsmuster der 
verschiedenen Profilin-Isoformen in höheren Organismen wird jedoch vermutet, dass diese Profiline 
zelltypspezifische Funktionen erfüllen. In Mammalia konnten bislang vier Profilin-Gene identifiziert 
werden, über die fünf Profilin-Isoformen exprimiert werden. Bei Profilin 1 handelt es sich um das von 
Karlsson und Mitarbeiter (1977) zuerst identifizierte Profilin. Diese Profilin-Isoform wird in allen 
Geweben exprimiert und ist essentiell für Zellwachstum und Zellproliferation.  
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Entsprechend führt die Deletion des pfn1-Gens in Mäusen zu einem raschen Abbruch der 
Embryonalentwicklung (Witke et al., 2001). Zudem wurde Profilin 1 im Menschen als 
Tumorsuppressor identifiziert, dessen verminderte Genexpression erheblich zur Aggressivität von 
Mammakarzinoma beiträgt (Janke et al., 2000; Wittenmayer et al., 2004; Zou et al., 2007). 
Durch alternatives Spleißen werden zwei Varianten von Profilin 2 gewebespezifisch exprimiert: 
Profilin 2a, das überwiegend im zentralen Nervensystem (ZNS) zu finden ist, und Profilin 2b, das in 
der Niere exprimiert wird (Honore et al., 1993; Lambrechts et al., 1995; Witke et al., 1998; Di Nardo 
et al., 2000). Zusätzlich zu den Profilin 2-Isoformen konnten Testis-spezifische Profiline identifiziert 
werden: Profilin 3, das während der späten Spermatogenese exprimiert wird und das kürzlich 
entdeckte Profilin 4, dessen Expression bereits in einer früheren Phase der Spermatogenese stattfindet 
(Hu et al., 2001; Braun et al., 2002, Obermann et al., 2005). Profilin 4 weist die geringste Homologie 
mit den übrigen Mammalia-Profilinen auf und wurde bisher noch nicht biochemisch charakterisiert.  
Im Detail wurden bisher nur die biochemischen Eigenschaften der Profiline 1 und 2a untersucht: Diese 
Isoformen verfügen über eine annähernd gleiche Affinität zu G-Aktin; unterscheiden sich jedoch in 
der Bindungsstärke zu Phospholipiden und Poly-Prolin-Liganden. Profilin 1 bindet mit höherer 
Affinität PIP2, während Profilin 2a wesentlich stärker mit Poly-Prolin-Motiven wechselwirkt 
(Lambrechts et al., 1997).   
 
1.4.5 Bekannte Funktionen der Profilin-Isoformen 1 und 2a im zentralen Nervensystem 
 
Die Co-Expression zweier Profilin-Isoformen im ZNS, die 65% Sequenzidentität teilen und zudem in 
vitro ähnliche biochemische Bindungseigenschaften zeigen, wirft die Frage auf, ob sich diese Proteine 
redundant zueinander verhalten oder verschiedene Funktionen wahrnehmen. Für beide Isoformen sind 
Interaktionen mit synaptischen Proteinen wie Aczonin/Piccolo, Gephyrin, Delphilin, Drebrin etc. 
beschrieben (Wang et al., 1999; Giesemann et al., 2003; Myiagi et al., 2002; Mammoto et al., 1998). 
Trotz gemeinsamer Liganden wurden den unterschiedlichen Profilinen bisher zunehmend 
verschiedene Funktionen zugeordnet. 
Profilin 1, dessen Funktion weitestgehend in nicht-neuronalen Zellen untersucht wurde, macht mit 
25% nur einen relativ kleinen Anteil des Profilin-Gehaltes im ZNS der Maus aus (Witke et al., 2001). 
Studien, in denen Profilin 1 in Neuroblastoma-Zellen überexprimiert wurde, deuten auf eine generelle 
Beteiligung dieser Profilin-Isoform in der Neuritogenese hin (Lambrechts et al., 2006). Das 
mehrheitlich vorliegende Profilin 2a scheint hingegen nur einen tempoäreren Einfluss auf die 
Neuritenbildung zu haben (Da Silva et al., 2003). Kürzlich durchgeführte Studien mit Profilin 2a 
defizienten Mäusen bestätigten, dass der Einfluss von Profilin 2a auf den Prozess der Neuritogenese 
nicht essentiell zu sein scheint (Pilo-Boyl et al., 2007).  
Andere Studien, in denen in kultivierten Neuronen Profiline mit einem C-terminalen GFP-
Fusionsanteil überexprimiert wurden, lassen stattdessen eine Rolle von Profilin 2a in der strukturellen 
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Plastizität exzitatorischer Postsynapsen vermuten. In den transfizierten Neuronen löste die Stimulation 
der NMDA-Rezeptoren eine Akkumulation von Profilin 2a-GFP in „dendritic spines“ aus (Ackermann 
& Matus, 2003). Zusätzlich wurde unter analogen Bedingungen eine Translokation von Profilin 2a-
GFP in die Zellkerne kultivierter Neurone beobachtet (Birbach et al., 2006). Für exogenes Profilin 1-
GFP konnte ein solches Verhalten nicht festgestellt werden. Allerdings ist durch die biochemische 
Charakterisierung von GFP-Profilinen bekannt, dass Profilin 1 mit einem C-terminalen GFP-
Fusionsanteil massiv in der Ligandenbindung beeinträchtigt und somit nur eingeschränkt funktionell 
ist (Wittenmayer et al., 2000). Die Beeinträchtigung des Profilin-GFP-Fusionsproteins ist eine 
mögliche Erklärung für die Diskrepanz zwischen den Überexpressionsexperimenten und einer 
Lokalisationsstudie, in der eine signifikante Translokation von endogenem Profilin 1 in Synapsen 
beobachtet wurde (Neuhoff et al., 2005). Gestützt wird die Hypothese einer Beteiligung von Profilin 
an Vorgängen postsynaptischer Plastizität durch eine Studie, in der eine lernabhängige Akkumulation 
von Profilin in „dendritic spines“ von Ratten-Amygdalae festgestellt wurde (Lamprecht et al., 2006). 
Aufgrund des verwendeten kreuzreagierenden anti-Profilin-Serums konnte jedoch nicht ermittelt 
werden, welche Profilin-Isoform vermehrt in den „dendritic spines“ der Amygdala lokalisiert.  
Für Profilin 2a wird eine bedeutende Rolle in der Regulation von Endocytose und  Exocytose in 
Neuronen postuliert. Affinitätschromatographische Experimente, in denen mittels immobilisiertem 
Profilin 1 oder Profilin 2a Liganden aus Hirn-Lysaten extrahiert und per MALDI-TOF identifiziert 
wurden, zeigten, dass einzig Profilin 2a mit Effektoren der Endocytose und Exocytose interagiert 
(Witke et al., 1998). Detaillierte Untersuchungen der Wechselwirkung von Profilin 2a mit der GTPase 
Dynamin 1 lassen auf eine Inhibition der Endocytose durch Profilin 2a schließen (Gareus et al. 2006). 
Profilin 2a scheint hierbei mit akzessorischen Proteinen der Endocytose kompetitiv um eine Bindung 
an Dynamin 1 zu konkurrieren. Somit könnte Profilin 2a die durch Dynamin 1 katalysierte 
Abschnürung endocytotischer Vesikel inhibieren und folglich das Recycling synaptischer Vesikel 
regulieren (Gareus et al., 2006). Die Analyse Profilin 2a-defizienter Mäuse, die schwere 
Verhaltensstörungen wie Hypernervosität und Hyperaktivität aufweisen, belegten außerdem einen 
Defekt in der Regulation der präsynaptischen Vesikel-Exocytose. Aufgrund des Verlustes von Profilin 
2a scheint die Organisation des Aktin-Cytoskeletts in der Präsynapse derart verändert zu sein, dass 
sich vermehrt synaptische Vesikel im Zustand des „vesicle docking“ und „vesicle priming“ befinden. 
Folglich kommt es in diesen Tieren zu einer überhöhten Neurotransmitter-Ausschüttung während der 
synaptischen Transmission (Pilo-Boyl et al., 2007). 
Anhand dieser unabhängig voneinander erzielten Daten ist es nicht einfach zu bewerten, ob Profilin 2a 
nun maßgeblich in Prozessen der Präsynapsen oder an der synaptischen Plastizität in Postsynapsen 
beteiligt ist. Insbesondere, da die Befunde zur Lokalisation von Profilin 2a in den verschiedenen 
Studien konträr sind: Pilo-Boyl und Mitarbeiter (2007) konnten in Zellfraktionierungsexperimenten 
keine signifikante Menge an endogenem Profilin 2a in PSD-Fraktionen nachweisen. Hingegen gelang  
einer anderen Forschergruppe in vergleichbaren Experimenten unter Verwendung des gleichen 
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Profilin-Antiserums der Nachweis einer erheblichen Menge an Profilin 2a in postsynaptischen 
Strukturen (Schubert et al., 2006).  
Abgesehen von den unterschiedlichen Resultaten zur zellulären Funktion von Profilin 2a ist 
unbekannt, inwiefern Profilin 1 an solchen Prozessen mitwirkt. Bisher wurde nur beschrieben, dass die 
Expression beider Profiline in Patienten mit Chorea Huntington erheblich reduziert ist. Passend zu 
diesem Befund soll in Huntington betroffenen Neuronen des Cerebellums und Cortex die Aktin-
Dynamik gestört sein (Burnett et al., 2008). 
 
1.5 Aufgabenstellung  
 
In den meisten bisherigen Studien wurden die Profilin-Isoformen 1 und 2a getrennt voneinander 
betrachtet. Folglich wurde ein Gesamtbild der möglichen funktionellen Diversität dieser Profiline aus 
Daten separater Studien erstellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hingegen gleichzeitig untersucht, 
welche Funktionen sowohl von Profilin 1 als auch Profilin 2a wahrgenommen werden. Hierfür war 
zunächst die Generierung von Profilin-Isoform spezifischen Antikörpern vorgesehen werden, die für 
biochemische, aber im Besonderen auch für immunhistochemische Anwendungen geeignet sind. Ziel 
war es, mittels dieser Antikörper zu untersuchen, ob die Profilin-Isoformen 1 und 2a in Neuronen in 
unterschiedlichen Kompartimenten co-lokalisieren. Zur weiteren Funktionsanalyse der Profilin-
Isoformen sollte ein RNA-Interferenz (RNAi)-Vektorsystem etabliert werden, mit dem in Neuronen 
spezifisch die Expression einer Profilin-Isoform gehemmt werden kann. Zusätzlich sollten Mutationen 
in Profilin 2a erzeugt werden, die zu einer möglichst vollständigen Inhibition der Aktin- oder der Poly-
Prolin-Bindung führen. Durch die Kombination der RNA-Interferenz des endogenen Profilins und der 
gleichzeitigen Expression mutierter Profiline bzw. anderer Profilin-Isoformen sollte ein neuartiges 
Verfahren angewendet werden, mit dem die Funktionen der Profiline 1 und 2a in neuronalen 
Prozessen analysiert werden können. 
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2.1.1 Verwendete Geräte 
 
Spektralphotometer Ultrospec 2100 pro, Biochrom LTD, Cambridge, UK 
CO2-Inkubator Stericult 200, Labotect, Göttingen 
Ultra-Turrax T25, IKA Labortechnik, Staufen 
Kühlzentrifuge J2-MC, Beckmann, München 
Ultrazentrifuge LE-70, Beckmann, München 
Kühlzentrifuge 3K15, Sigma, Osterode am Harz 
Tischzentrifuge Biofuge 13, Heraeus, Hanau 
PCR-Cycler Peltier Thermal Cycler PTC 200, MJ Research, Watertown, Massachusetts, USA 
ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer, PE Applied Biosystems GmbH, Weiterstedt 
Geldokumentationsanlage Herolab GmbH, Wiesloch 
UV-Leuchttisch E.A.S.Y. RG, Herolab GmbH, Wiesloch 
Transilluminator Biometra, Göttingen 
Agarose Gelelektrophoreseapparatur Nautico 810, Labortechnik Fröbel, Lindau 
Vertikal-Minigel-Elektrophoreseinheit, Sigma, Steinheim 
Dynatech MRX, Dynatech, Guernesy, UK 
Fastblot B44, Biometra, Göttingen 
Sonifier®B12, Branson Sonic Power Company, Danbury Conneticut, USA 
FPLC, GE Healthcare München 
Äkta Purifier, GE Healthcare München 
Spektralfluorimeter LB50, Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA 
Fluoreszenzmikroskop Axiophot , Zeiss, Göttingen 
Confocal Laser Scanning-Mikroskop LSM Meta 510, Zeiss, Göttingen 
„Protean IEF-focusing“-Kammer, BioRad, München 
Software: LSM Browser, Metamorph®, ImageJ, Adobe Photoshop CS2, Microsoft Office, 
Lasergene-DNAStar, Herolab easywin 
P1-Pumpe (GE Healthcare, München) 
Gilson-FC203-B Fraktionssammler (Gilson, Limburg, Offheim) 
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2.1.2 Chemikalien & Enzyme 
 
Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden Firmen 
bezogen: Applichem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma Aldrich 
(Deisenhofen), MP Medicals (Eschwege) und Invitrogen (Karlsruhe). 
Als Bezugsquellen für Enzyme dienten die Firmen New England Biolabs (Bad Schwalbach), 
Fermentas (St. Leon-Rot), Stratagene (Heidelberg), Boehringer (Mannheim), PAA Laboratories 
(Cölbe), Promega (Mannheim) und Appligene (Heidelberg). Die synthetische cDNAs für Human-
Profilin 1, Hühner-Profilin 1 und Maus-Profilin 2a wurden von der Firma Geneart (Regensburg) 





Zur Klonierung sowie Expression rekombinanter Proteine wurden folgende Escherichia coli-Stämme 
verwendet: 
• XL1-Blue mit folgendem Genotyp: endA1, gyrA96, hsdR17(rk-mk+), lac, recA1, relA1, 
supE44, thi-1,F`[proAB, lacIqZ∇M15,Tn10] (Stratagene) 
• BL21(DE3) plyS codonplus RIPL mit dem Genotyp: E. coli B F– ompT hsdS (rB– mB–) dcm+ 
Tetr gal λ(DE3) endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr] (Stratagene) 
• ER2566 mit dem Genotyp: F–λ–fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 gene1 gal sulA11 Δ(mcrC-
mrr)114::IS10 R(mcr-73::miniTn10–TetS)2 R(zgb-210::Tn10 )(TetS) endA1 [dcm]. (New 
England Biolabs) 
 
2.1.4 Eukaryontische Zellen 
 
Für die funktionelle Analyse der Profilin-Isoformen 1 & 2a wurden folgende Zellen bzw. Zelllinien 
verwendet: 
• HeLa-Zellen: Humane epitheliale Cervixkarzinomzellinie (Scherer et al., 1953) 
• Primäre, embryonale Hühnerfibroblasten (E12) 
• Dissoziierte murine Hippocampus-Neurone (E18,5, von Kristin Michaelsen (TU 
Braunschweig) zur Verfügung gestellt) 
• Dissoziierte Hippocampus-Neurone, isoliert aus Ratten-Embryonen (E19, von Nina 
Wittenmayer (Universität Heidelberg) zur Verfügung gestellt). 
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2.1.5 Vektoren 
 
Die Expression rekombinanter Profiline ohne Fusionsanteil erfolgte in BL21 (DE3) E. coli auf der 
Grundlage der pET-Expressionsvektoren (Novagen). Der verwendete Vektor pET21c(+) besitzt einen 
IPTG induzierbaren T7-Promotor. Profilin 2a sowie dessen Mutanten wurden über den pET21c(+)-
Vektor exprimiert, wobei durch die Insertion des ORF die Bildung eines Fusionsproteins  mit einem 
His-tag vermieden wurde. Als Selektionsmarker verfügt der pET21c(+)-Vektor über eine Ampicillin-
Resistenz.  
Rekombinante Profiline mit einem sogenannten Intein-Tag wurden über das Impact-CN System 
(NEB) in BL21 ER2566 E.coli exprimiert. Über den Expressionsvektor pTYB12 wurde Profilin 2a 
sowie dessen Poly-Prolin-Mutante in der Form exprimiert, so dass die rekombinanten Proteine N-
terminal mit einem autoproteolytisch abspaltbaren Intein-tag versehen waren. Wie der pET21c(+)-
Vektor verfügt der pTYB12-Vektor über eine Ampicillin-Resistenz als Selektionsmarker. 
Für die Expression von Profilinen in eukaryontischen Zellen wurde zum einen der Vektor pcDNA3 
(Invitrogen) eingesetzt. Dieser Vektor verfügt über die Selektionsmarker Ampicillin für die 
Amplifikation des Vektors in Bakterien und Genticidin (G418) zur Etablierung stabil transfizierter 
eukaryontischer Zellen. Zusätzlich wurde der Vektor pcDNA3 mit einer cDNA codierend für das 
Birkenprofilin (BiPro)-Tag modifiziert, so dass Bipro-Profilin-Fusionsproteine entstanden.  
Profilin-Fusionsproteine mit einem N-terminalen GFP bzw. YFP-Fusionsanteil wurden über die 
„Living Colour“-Expressionsvektoren pEGFP-C2 und pEYFP-C2 (Clontech) in eukaryontischen 
Zellen exprimiert. Diese Vektoren besitzen als Selektionsmarker Kanamycin für die Vervielfältigung 
des Vektors in Bakterien und Genticidin (G418) zur Generierung stabil transfizierter eukaryontischer 
Zellklone. 
Die RNAi-Experimente dieser Arbeit in humanen und murinen Zellen basieren auf dem Vektor 
pRNAT-U6.3 (Genscript, Piscataway, USA). „Short hairpin RNA“ (shRNA) werden durch den 
humanen U6-Promotor transkribiert, der im pRNAT U6.3-Vektor zusätzlich durch einen Enhancer des 
Cytomegalie-Virus (CMV)-Promoters verstärkt ist. Zur Amplifikation in Bakterien codiert der Vektor 
für eine Ampicillin-Resistenz. Stabil transfizierte Zellen können über eine Hygromycin-Resistenz 
selektioniert werden.  
Für RNAi-Experimente in kultivierten Hühnerfibroblasten wurde das miRNA-Vektorsystem von 
Invitrogen verwendet. Die humane miRNA mir155, in die genspezifische siRNA-Sequenzen  
eingebracht werden, steht in dem Vektor pcDNA 6.2 EmGFP-miR unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. Über diesen Promotor wird eine bicistronische mRNA gebildet, die neben der miRNA 
auch für den Reporter GFP codiert. Transformierte Bakterien per Spectinomycin (200 µg/ml) 
selektioniert. Stabil transfizierte Zellen können über eine Selektion mit Blasticidin hergestellt werden.  
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Zur Darstellung von „dendritic spines“ in dissoziierten Neuronen wurde der lentivirale Vektor 
FUGW(Syn)GFP-F verwendet, in dem der CFPmem-Reporter unter der Kontrolle des Synapsin-
Promotors steht. Transformierte Bakterien werden per Ampicillin-Resistenz selektioniert. 




• pET21c(+)-mPFN2a/h Y133S 
• pcDNA3-Bipro-hPFN1 mod 
• pET21c(+)-mPFN2a/h R74E mod 
 
Der lentivirale Vektor FUGW(Syn)CFPmem wurde freundlicherweise von Dr. Nina Wittenmayer 
(Universität Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 




Die für die DNA-Sequenzierung von Plasmiden eingesetzten Oligodesoxynukleotide sind in der 
Tabelle 2.1 aufgelistet: 
 
Tab. 2.1: Liste der verwendeten Sequenzierungsprimer 
Bezeichnung Vektor 5´-3´Sequenz Orientierung 
T7-Promoter-Primer pET21c pcDNA3 TAATACGACTCACTATAGG Forward 
T7-Terminator-Primer pET21c pTYP12 CGCTGAGCAATAACTAGC Reverse 











pRNA-U6-forward pRNAT U6.3  TACGATACAAGGCTGTTAGAGAG Forward 
pRNA-reverse pRNAT U6.3  TAGAAGGCACAGTCGAGG Reverse 
pRNAT-cGFP-Seq pRNAT U6.3  
CAAACCACAACTAGAATGCAG 
 Reverse 
Intein-forward-Primer pTYP12 CCCGCCGCTGCTTTTGCACGTGAG Forward 
miRNAreverse pcDNA6.2-EmGFP-miR ACAAAGTGGTTGATCTAGAG Reverse 
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Für die Vektor basierte RNA-Interferenz wurden für shRNA bzw. miRNA codierende Oligonukleotide 
hybridisiert und in die Vektoren pRNATU6.3 bzw. pcDNA6.2-EMGFP-miR kloniert. Die 
Oligonukleotide, durch die die Expression der Zielgene effektiv ausgeschaltet wurden, sind aus 
Tabelle 2.2 ersichtlich. Die Abkürzungen „s“ und „as“ zeigen die Orientierung der Oligonukleotide in 
„sense –s“ und „antisense – as“ an. 
 
Tab. 2.2 Liste der Oligonukleotide für die RNA-Interferenz von Profilin 1 und 2a 
Bezeichnung Vektor Spezifität 5´-3´-Sequenz 
siRNA 1.3_s pRNATU6.3 mPFN1 
GATCCCGTTGTTGATCAAACCACCGTGGTTGATATCCGCCACGGTGGTTTG
ATCAACAATTTTTTCCAAA 
siRNA 1.3_as pRNATU6.3 mPFN1 
AGCTTTTGGAAAAAATTGTTGATCAAACCACCGTGGCGGATATCAACCACG
GTGGTTTGATCAACAACGG 
siRNA 2.13_s pRNATU6.3 mPFN2a 
GATCCGGATAACCTGATGTGCGATGGCGAACCATCGCACATCAGGTTATCC
TTTTTTA 














































Zur Generierung von Profilin 2a-Mutanten wurden mittels Orts gerichteter Mutagenese einzelne 
Tripletts der PFN2-cDNAs verändert. Die eingesetzten Primer sind aus Tabelle 2.3 ersichtlich. Unter 
„Spezifität“ ist die aus der Mutagenese resultierende Aminosäure-Substitution sowie die jeweilige 
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Tab. 2.3: Liste der Primer zur Mutagenese von Profilin 2a 















































































mPFN2a R88E mod 
 
 
Oligonukleotide, die für die Generierung von Restriktionsschnittstellen in Plasmiden verwendet 
wurden, sind in der Tabelle 2.4. Angegeben sind der Zielvektor, die generierte Schnittstelle sowie 
deren Position innerhalb des Zielvektors 
 
Tab. 2.4: Primer zur Genierung zusätzlicher Schnittstellen in Plasmiden 
Bezeichnung 5´-3´-Sequenz Spezifität 
km013s GCAGCTTATAATGGGCCCAAATAAAGCAATAGC pRNAT U6.3, ApaI, 2294 bp 
km013as 
 
GCTATTGCTTTATTTGGGCCCATTATAAGCTGC pRNAT U6.3, ApaI, 2294 bp 
km-017_s 
 
CTGTGCCTTCTAAATAGATATCAATTACGGGGTC pRNAT U6.3, EcoRV, 936 bp 
km-017_as 
 
GACCCCGTAATTGATATCTATTTAGAAGGCACAG pRNAT U6.3, EcoRV, 936 bp 
km-018_s 
 
CCTGATTCTGTGGATATCCGTATTACCGCCATGC pEYFP-C2, EcoRV, 4712 bp 
km-018_as 
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2.1.7  Antikörper 
 
Zur Detektion von Proteinen in biochemischen Anwendungen wie z.B. im Western Blot (WB) und in 
Immunfluoreszenzen (IF) wurden die in Tabelle 2.5 angegebenen Antikörper eingesetzt.  
 
Tab. 2.5: Übersicht der eingesetzten primären Antikörper 
Antikörper Spezies Hersteller Verdünnung 
2H11 Anti-hPFN1 Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) 1:2 (IF) 
2C5 Anti-PFN1 Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) 1:10 (WB), Unverdünnt (IF) 
1A11Anti-PFN1 Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) 1:50 (WB), 1:10 (IF) 
4H5 Anti-PFN2a Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) 1:10 (WB), 1:75 (IF) 
4A6 Anti-Birkenprofilin Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) 1:5000 (WB, als Miniperm-Überstand) 
Antiserum #361 Anti-PFN2a Kaninchen Katrin Schlüter (AG Jockusch) 1:20000 (ELISA), 1:10000 (WB), 1:100 (IF) 
2G2 Anti-G-Aktin Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) 1:2 (WB) 
5G6 anti-Raver1 Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) Fluorochromierung mittels Zenon-Technik 
Buss-Serum Anti-PFN1 Kaninchen Folma Buss (AG Jockusch) 1:1000 (ELISA) 
DM1α Anti-Tubulin Maus Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) WB (1:10000) 
Anti-Mena Maus Transduction Laboratories (Lexington, USA) WB (1:100) 
hVin1 Anti-Vinculin Maus Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) 1:1200 (IF, WB) 
Anti-Synapsin 1 & 2 Kaninchen Synaptic Systems (Göttingen) 1:1000 (WB), 1:100 (IF) 
Anti-Dynamin 1 Kaninchen Synaptic Systems (Göttingen) 1:1000 (WB), 1:100 (IF) 
Anti-MAP2 Kaninchen DCS (Hamburg) 1:1000 (IF) 
Anti-GFAP Kaninchen DakoCytomation (Hamburg) 1: 500 (IF) 
Anti-VGAT Kaninchen Synaptic Systems (Göttingen) 1:250 (IF) 
3B11 Anti-Gephyrin Maus Sabine Buchmeier (AG Jockusch) 1:100 (WB), 1:25 (IF) 
Anti-GFP Maus Clontech (Heidelberg) 1:2000 (WB) 
Anti-mHSP70 Maus Dianova (Hamburg) 1:500 (IF) 
 
Die eingesetzten Sekundär-Antikörper sowie bei Fluoreszenzfärbungen verwendeten Agenzien sind in 
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Tab. 2.6: Übersicht der eingesetzten Sekundär-Antikörper und Reagenzien 
Antikörper/ Agenz Spezies Hersteller Verdünnung 
Anti-Maus IgG Cy3 
(kreuzabsorbiert) 
Ziege Dianova (Hamburg) 1:100 (IF) 
Anti-Maus IgG Cy2 
(kreuzabsorbiert) 
Ziege Dianova (Hamburg) 1:100 (IF) 
Anti-Kaninchen Cy3 
(kreuzabsorbiert) 
Ziege Dianova (Hamburg) 1:100 (IF) 
Anti-Kaninchen Cy2 
(kreuzabsorbiert) 
Ziege Dianova (Hamburg) 1:100 (IF) 
Anti-Kaninchen Cy5 
(kreuzabsorbiert) 
Ziege Dianova (Hamburg) 1:100 (IF) 
Anti-Kaninchen-HRP Ziege Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) 
1:10000  
(WB & ELISA) 
Anti-Maus-HRP Ziege Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) 
1:10000  
(WB) 
Phalloidin-TRITC  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) 1:100 (IF) 
Phalloidin-FITC  Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) 1:100 (IF) 
Phalloidin-Alexa647  Invitrogen (Karlsruhe) 1:100 (IF) 
Phalloidin-Alexa546  Invitrogen (Karlsruhe) 1:100 (IF) 
DAPI  Applichem (Darmstadt) 1:1000 (IF) 
 
2.2 Mikrobiologische Methoden 
 
2.2.1 Kultivierung von Bakterien 
 
Die Anzucht von E. coli – Kulturen erfolgte in 3 ml 2x YT-Medium bei 220 rpm und 37°C über 
Nacht, wozu von Einzelkolonien ausgegangen wurde. Größere Kulturen wurden im Verhältnis 1:50 
angeimpft und bei 37°C sowie 220 rpm kultiviert.  
Stammplatten wurden durch die Zugabe von 15 g/l Agar zum Medium hergestellt. Die zu 
kultivierenden Bakterien wurden in einem Suspensionsvolumen von 100 µl ausplattiert. Je nach 
verwendetem Vektor wurde zur Selektion auf rekombinante Klone 50 µg/ml Kanamycin bzw. 150 
µg/ml Ampicillin oder 200 µg/ml Spectinomycin in das Medium gegeben. 
2x YT-Medium: 10 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt, 16 g/l Pepton 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
2.3.1 Herstellung kompetenter E.coli 
 
Um eine effektive Aufnahme von Plasmid-DNA zu ermöglichen, wurden die verwendeten E. coli  vor 
der Transformation mit eiskalter Calciumchlorid-Lösung behandelt, welche zu Veränderung der 
bakteriellen Membran führt. Zu Beginn wurden 100 ml LB-Medium im Verhältnis 1:50 mit einer 
Übernachtkultur angeimpft. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte bei 30°C und 220 rpm bis zum 
Erreichen der frühen logarithmischen Wachstumsphase, in der die Bakterienkultur eine optische 
Dichte von ungefähr 0,5 bei 600 nm erreicht hatte. Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis 
bzw. bei 4°C durchgeführt: Die Kultur wurde anschließend für 5 Minuten bei 5000 x g abzentrifugiert; 
wonach das Bakterienpellet in 20 ml eiskalter 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und 30 min 
inkubiert wurde. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das Bakterienpellet in 2,5 ml eiskalter 50 
mM CaCl2-Lösung resuspendiert und für mindestens weitere 10 Minuten inkubiert. Zur Lagerung der 
kompetenten Zellen bei –80°C wurde der Bakteriensuspension Glycerin bis zu einer Endkonzentration 
von 15% zugefügt. Gelagert wurde die Bakteriensuspension in 200 µl Aliquots für den einmaligen 
Gebrauch. 
Luria Bertani (LB)-Medium: 10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt 
 
2.3.2 Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA 
 
Pro Transformation wurden 100 µl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1 µg Plasmid-DNA 
vermischt und für 30 Minuten auf Eis gehalten. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C für 90 
Sekunden, wonach die Suspension für weitere fünf Minuten auf Eis inkubiert wurde. Um die 
Expression der Antibiotika-Resistenzgenen zu ermöglichen, wurde die Bakteriensuspension mit 500 µl 
antibiotikafreie LB-Medium versetzt und 30 Minuten (Ampicillin-Resistenz) bzw. eine Stunde 
(Kanamycin-Resistenz) bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Vor dem Ausplattieren wurde die 
Suspension für drei Minuten bei 5000 rpm (Tischzentrifuge 113, Sigma) zentrifugiert, der Überstand 
dekantiert, die Bakterien in 100 µl Medium resuspendiert und ausplattiert. Inkubiert wurden die 
Platten über Nacht bei 37°C. 
 
2.3.3 Präparation von DNA aus Bakterien durch Alkalische Lyse 
 
3 ml einer Über-Nacht-Kultur wurden für 5 Minuten bei 6000 rpm (Tischzentrifuge Biofuge 13, 
Heraeus) zentrifugiert und anschließend in 300 µl P1/RNase resuspendiert. Lysiert wurden die 
Bakterien über die Zugabe von 300 µl P2, wodurch Proteine und genomische DNA denaturiert 
werden. Die Neutralisation wurde durch die Zugabe von 300 µl P3 erreicht.  
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Zur Entfernung von Zelltrümmer, gefällter Proteine und genomischer DNA wurde zweimal bei 13000 
rpm für 10 Minuten zentrifugiert, wonach anschließend durch die Zugabe von 620 µl Isopropanol 
Plasmid-DNA ausgefällt wurde. Diese wurde durch eine Zentrifugation bei 13000 rpm für 30 Minuten 
sedimentiert, durch die Zugabe von 70% Ethanol gewaschen, bei 37°C getrocknet und abschließend in 
50 µl 20 mM Tris-HCl pH 7,4 aufgenommen. Plasmide zur Transfektion eukaryontischer Zellen 
wurden nach Herstellerprotokoll (Plasmid Midi Protokoll) mit dem „Qiagen Purification Kit“ (Qiagen, 
Hilden) durchgeführt. 
P1: 6,06 g/l Tris, 3,72 g/l Na2EDTA·2 H20, 100 mg/l RNase A, pH 8,0 
P2: 8 g/l NaOH, 50 ml/l 20 % SDS 
P3: 294,5 g/l Kaliumacetat pH 5,5 (110 ml Eisessig) 
 
 
2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Nucleinsäuren 
 
Durch die Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 und 280 nm kann die Konzentration sowie die 
Reinheit von DNA bestimmt werden. Eine Absorption von 1 bei einer Schichtdicke von einem 
Zentimeter entspricht einer Menge von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA. Die Reinheit der DNA wird 
durch den Quotienten der Absorption bei 260 und 280 nm ermittelt: Reine DNA besitzt einen 
Quotienten OD260 / OD280 zwischen 1,8 und 2,0. Niedrigere Werte deuten auf Verunreinigungen durch 
Proteine hin. 
 
2.3.5 DNA-Hydrolyse durch Restriktionsendonucleasen 
 
Die verwendeten Restriktionsendonucleasen wurden dazu eingesetzt, an spezifischen Sequenzen 
Phosphodiester-Bindungen zu lösen. Bei einem Reaktionsvolumen von 20 µl wurden zwei 
Mikrogramm DNA und zwei Unit Restriktionsendonuclease eingesetzt. Zu den 




DNA kann im elektrischen Feld unter Verwendung eines Agarose-Gels der Größe nach aufgetrennt 
werden. In Abhängigkeit der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Agarose-Gele mit 
Konzentrationen zwischen 0,8 - 2% in TBE-Puffer verwendet. Die Elektrophorese erfolgte mit einer 
konstanten Spannung von 100V. Nachgewiesen wurden DNA-Fragmente im Gel durch den Zusatz 
von Ethidiumbromid, das in die DNA interkaliert und unter UV-Licht fluoresziert. 
5x TBE-Puffer: 54 g Tris, 27,5 g Borsäure, 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8; auf 1000 ml mit H2Odest. aufgefüllt 
4x DNA-Ladepuffer: 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, Xylencyanol, 30 % (v/v) Glycerin in 5x TBE-Puffer 
Längenmarker: 100 bp Leiter der Firma Fermentas 
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2.3.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen 
 
Für die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde das  „QIA®EXII Gel Extraction 
Kit“ (Qiagen) genutzt. Die negativ geladene DNA bindet an Glaspulver und kann anschließend eluiert 
werden. Die Extraktion der DNA aus dem Agarosegel erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers. 
 
2.3.8 Hybridisierung von Oligonukleotiden 
 
Zur Herstellung doppelsträngiger DNA  wurden die komplementären synthetischen DNA-Strängen in 
einem PCR-Thermocycler auf 94°C erhitzt und anschließend schrittweise auf 4°C abgekühlt. Der 
Temperaturverlauf ist dem Anhang zu entnehmen. 
10x Annealing-Puffer: 200 mM Tris-HCl pH 7,4, 100 mM MgCl2, 250 mM NaCl  
 
2.3.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten per Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP) 
 
Mithilfe der Shrimp Alkalischen Phosphatase (SAP, Boehringer Ingelheim) können spezifisch die 5`- 
Phosphat-Reste von DNA-Fragmenten entfernt werden. Im Falle von Subklonierungen kann somit 
verhindert werden, dass hydrolysierte Zielvektoren ohne Insertion eines Fragmentes re-ligieren. 
Ausgehend von einem Restriktionsansatz wie in Kapitel 2.3.5 wird das Volumen auf 40 µl erhöht. 
Enthalten sind in diesem Ansatz 4 µl 10x SAP-Puffer sowie zehn Unit der Alkalischen Phosphatase. 
Bei DNA-Fragmenten mit Überhängen erfolgt die Dephosphorylierung für 30 Minuten bei 37°C; 
DNA-Fragmente mit glatten Enden werden analog für Stunde bei 37°C inkubiert. Abschließend wird 
die SAP für zehn Minuten bei 65°C inaktiviert. 
 
2.3.10 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten mittels T4-Polynukleotid-Kinase 
 
Durch die Verwendung der T4-Polynukleotid-Kinase (NEB) können Phosphat-Reste an 5`-Ende an 
synthetisch hergestellte Nukleotide transferiert werden. 300 pmol der zu phosphorylierenden DNA-
Fragmente werden in einem 50 µl Reaktionsansatz mit 10 Units der T4-Polynukleotid-Kinase und 5 µl 
10fach-Reaktionspuffer versetzt und bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Abschließend wurde die T4-




Die Verwendung der T4-DNA-Ligase ermöglicht die Bildung von Phosphodiesterbrücken zwischen 
benachbarten 3´-OH- und 5´-Phosphat-Enden, was zur Neukombination von DNA-Fragmenten 
genutzt wird. Das Reaktionsvolumen für eine Ligation betrug 10 µl, in dem Insert und 100-500 ng 
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Vektor im molaren Verhältnis 3:1 eingesetzt wurden. Außerdem enthalten sind 1µl 10x Ligationpuffer 
und ein Unit T4-DNA-Ligase (NEB). Die Reaktionsdauer betrug bei Raumtemperatur zwei Stunden; 
bei 16°C wurde über Nacht inkubiert. 
 
2.3.12 Ortsgerichtete Mutagenese 
 
Gemäß des QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene wurden auf der Basis 
der Konstrukte pET21c(+)-mPFN2a/h und pEYFP-C2-mPFN2a mod durch Basenaustausch 
Mutationen in cDNAs eingeführt.  
Die Grundlage für die Mutagenese bildet ein doppelsträngiger Vektor (10 ng) sowie  zwei 
Oligodesoxynukleotide (je 60 ng), die die mutierten Sequenzen beinhalten. An die komplementären 
Sequenzen gebunden erfolgt von den Primern ausgehend per PCR die Elongation durch die Pfu-
Turbo-Polymerase (1,5 U). Im Anschluss wird eine Inkubation mit der Restriktionendonuclease DpnI 
(6 U) für eine Stunde bei 37°C durchgeführt. DpnI hydrolysiert ausschließlich methylierte DNA. 
Dadurch wird nur die “template DNA“ degradiert, während die per PCR neu-synthetisierte DNA 
erhalten bleibt. Diese wird anschließend für eine Transformation von kompetenten E. coli des Stamms 
XL1-Blue (siehe Kapitel 2.3.2) verwendet. Abschließend erfolgt die Isolierung der erstellten DNA aus 
rekombinanten Klonen (Kapitel 2.3.3.), wobei die eingeführten Mutationen durch DNA-




Zur nichtradioaktiven DNA-Sequenzierung wurde das AmpliTaq® FS BigDye Terminator Kit der 
Firma PE AppliedBiosystems genutzt, das auf dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger (Sanger et 
al., 1977) basiert. An einen zu sequenzierenden DNA-Strang bindet als Startpunkt ein spezifischer 
Primer, von dessen 3´-OH-Gruppe durch eine DNA-Polymerase in einer Polymerase-Kettenreaktion 
der komplementäre Strang mit Fluorochrom markierten Didesoxynukleotiden synthetisiert wird. 
Aufgrund der Verwendung von Didesoxynukleotiden wird die Synthese des Strangs basenspezifisch 
beendet. Für die Sequenzreaktion wurden 5 pmol Sequenzprimer (siehe Kapitel 2.1.4.), 0,75 µg 
doppelsträngige DNA und 2 µl Premix (BigDye, PE AppliedBiosystems) eingesetzt. Zur Reduktion 
von Hintergrundsignalen wurde nach der Sequenzreaktion die DNA durch eine Natriumacetat-
Ethanol-Fällung gereinigt. Die DNA wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und durch die 





 Material und Methoden 31 
2.4 Biochemische Methoden 
 
2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
 
Zur Proteinbestimmung wurde meistens die Methode nach Bradford (1976) verwendet, die auf der 
Komplexbildung des Farbstoffs Coomassie Brilliantblue G250 mit Proteinen basiert, und durch eine 
photometrische Messung der Absorption bei 595 nm analysiert werden kann. Genutzt wird hierbei, 
dass die Bildung des Farbkomplexes proportional zu einer Proteinmenge im Bereich von 50-150 µg/µl 
ist. Diese Methode ist dabei relativ unempfindlich gegenüber Reduktionsmitteln wie Dithiothreitol 
(DTT) oder β-Mercaptoethanol. 20 µl einer Proteinlösung wurden in eine 96 well-Mikrotiterplatte 
(Nunc Maxisorb) gegeben und mit 100 µl Bradford-Reagenz (Sigma-Aldrich) versetzt und nach 10 
Minuten in einem ELISA-Reader gemessen. Bestimmt wurde die Proteinkonzentration anhand einer 
Eichgerade, die auf BSA-Lösungen mit Konzentrationen von 25-200 µg basierte. 
 
2.4.2 Proteinbestimmung über das Lambert-Beersche-Gesetz 
 
Aufgrund aromatischer Gruppen lassen sich die Aminosäuren Tryptophan und Tryosin in Proteinen 
durch photometrische Messungen der Absorption bei 280 nm nachweisen. Die Konzentration 
gereinigter Proteine kann somit über das Lambert-Beersche-Gesetz bestimmt werden. 
 
E = e * c * d  E = Extinktion, e = molarer Extinktionskoeffizient 
   c = Konzentration, d = Schichtdicke der Küvette 
 
Molare Extinktionskoeffizienten der Isoformen Profilin 1  und Profilin 2a: 
 
Profilin 1:  0,83 mg/ml bzw. 56 µM pro 1 OD280 (Larsson & Lindberg, 1988) 
Profilin 2a:  0,71 mg/ml bzw. 47 µM pro 1 OD280 (Schlüter, 1996) 
 
Diese Methode ist präziser als die Proteinbestimmung nach Bradford; jedoch interferieren bei der 
Messung bereits geringe Mengen an Reduktionsmitteln wie beta-Mercaptoethanol und DTT. 
 
2.4.3 Konzentrieren von Proteinen 
 
Unter Verwendung von Amicon-Centricon-Röhrchen (Amicon, Schwalbach) wurden Proteine durch 
die Zentrifugation durch semipermeable Membranen mit einem molekularen Ausschlussvolumen 
(molecular weight cut off – MWCO) von 5000 kDa entsprechend der Herstellerangaben. 
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2.4.4 Umpuffern von Proteinen 
 
Gereinigtes Profilin wurde mittels Dialyse umgepuffert. Eingesetzt wurden Spectra-Por-
Dialyseschläuche (Roth, Karlsruhe) mit einem MWCO von 5000 kDa. In Abhängigkeit des 
Probenvolumens wurde 2-5mal gegen 0,5 bis 2 Liter Puffer dialysiert. 
 
2.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Proteine können in Abhängigkeit des Molekulargewichts unter denaturierenden und reduzierenden 
Bedingungen über die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). 
Das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) maskiert die Eigenladung von Proteinen und ermöglicht 
eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine in Relation zum Molekulargewicht.  
Die Wanderungsgeschwindigkeit unterschiedlich großer Proteine wird durch die Porengröße einer 
Polyacrylamidmatrix bestimmt. Polyacrylamid-Gele bestehen aus einem Sammelgel, durch das die 
aufzutrennenden Proteine fokussiert werden, und einem Trenngel, in dem die Auftrennung gemäß dem 
Molekulargewicht der Proteine erfolgt. Zur Analyse von Profilin wurden SDS-Gele eingesetzt, deren 
Trenngele eine Polyacrylamid-Konzentration von 13,75% aufwiesen. Vor dem Auftrag wurden die 
Proteinproben mit dem entsprechenden Volumen des 4x SDS-Ladepuffers versetzt und anschließend 
bei 95°C für fünf Minuten aufgekocht. Während die Proteine sich im Sammelgel befanden, betrug die 
Spannung konstant 80 Volt. Im Trenngel wurde eine Spannung von 120 Volt angelegt.  
Als Größenstandard diente der „prestained protein weight marker“ von NEB bzw. „low molecular 
weight protein marker“ von Sigma, deren Zusammensetzung in den Tabellen 2.7 & 2.8 aufgeführt ist. 
 
Tab. 2.7: prestained protein weight marker, NEB 
Protein Quelle Molekulargewicht (kDa) 
MBP-β-Galactosidase E. coli 175 
MBP-Paramyosin E. coli 83 
Glutamat-Dehydrogenase Rinderleber 62 
Aldolase Kaninchenmuskel 47,5 
Triosephosphat Isomerase Kaninchenmuskel 32,5 
β-Lactoglobulin A Rindermilch 25 
Lysozyme Hühnereiweiss 16,5 
Aprotinin Rinderlunge 6,5 
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Tab. 2.8: Low molecular weight protein marker, Sigma 
Protein Quelle Molekulargewicht (kDa) 
Serum-Albumin Rind 66 
Albumin Hühnereiweiß 45 
Glycerin-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) Kaninchenmuskel 36 
Carbon-Anhydrase Rind 29 
Trypsinogen Rinder-Pankreas 24 
Trypsin-Inhibitor Sojabohne 20 
a-Lactalbumin Rindermilch 14 
 
Nach erfolgter Auftrennung wurden die im Gel enthaltenen Proteine für weitere Analysen direkt durch 
den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue angefärbt oder per Semidry-Blot auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert. Für die Coomassie-Färbung wurden die Gele aufgekocht und für eine Stunde in 
einer Färbelösung unter Schwenken gefärbt. Anschließend wurde mit Entfärber überschüssiges 
Coomassie entfernt. 
SDS-PAGE-Acrylamid-Lösung: 30% Acrylamid,0,8% Bis-(N,N‘-Methylendiacrylamid)  
SDS-PAGE-Trenngellösung: 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8, 0,4% SDS 
SDS-PAGE-Sammelgellösung: 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8, 0,4% SDS 
4 x SDS-PAGE-Probenpuffer: 0,38 M Tris/HCl, pH 6,8, 2% SDS, 12% Glycerin (87%), 0,05% Bromphenolblau 
SDS-PAGE-Elektrophorese-Puffer: 0,05 M Tris/HCl, pH 8,7, 0,1% SDS, 0,4 M Glycin 
Coomassie-Färbelösung: 12,5% (w/v) Eisessig, 25% (v/v) Isopropanol, 0,05% (w/v) Coomassie-Blue 
Proteingel-Entfärbepuffer: 19% (v/v) Eisessig, 12,5% (w/v) Isopropanol 
 
2.4.6 Western Blot 
 
Per Western Blot können durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine immobilisiert und mit spezifischen 
Antikörpern detektiert werden. Zu Beginn wurde ein Transfer der im Gel befindlichen Proteine nach 
dem Semidry-Blot Verfahren auf eine Nitrocellulose-Membran (Biometra) durchgeführt: Nachdem die 
Gele in Blotpuffer äquilibriert wurden, wurde die Blotkammer gemäß der Herstellerangaben 
(Biometra) aufgebaut. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte für eine Dauer von 1,5 
Stunden bei einer Stromstärke von 2-3 mA/cm2, was 100 mA pro Gel entsprach. Der Erfolg des 
Transfers wurde durch eine Färbung der immobilisierten Proteine mit dem wasserlöslichen Farbstoff 
Ponceau S überprüft. Vor dem Nachweis spezifischer Proteine durch Antikörper wurden freie 
Bindestellen auf der Membran durch eine einstündige Inkubation mit 5% Milchpulver in 1x TBST 
abgesättigt. Nach mehrmaligem Waschen mit 1x TBST erfolgte die Inkubation der Membran mit einer 
Primärantikörper-Lösung für zwei Stunden. Ungebundene Primärantikörper wurden durch Waschen 
mit 1x TBST entfernt. Anschließend wurde die Membran mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) 
gekoppeltem Sekundärantikörper für eine Stunde inkubiert.  
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Nach mehrmaligem Waschen mit 1x TBST und abschließend mit 1x TBS-X wurde eine „Enhanced 
chemoluminescence (ECL)“-Entwicklung durchgeführt. Bei der ECL-Entwicklung erfolgt die 
Detektion der HRP gekoppelten Antikörper durch die enzymatische Umsetzung des Substrats 
Luminol, wodurch lokal Licht emittiert wird, das mittels eines Röntgenfilms nachgewiesen wurde 
(Amersham, Freiburg)  
1 x Semi-dry-Blot-Puffer: 25 mM Tris/HCl; pH 8,5, 150 mM Gylcin, 10% Methanol 
1 x TBST:  0,02 M Tris/HCl, pH 7,6; 0,14 M NaCl, 0,1% Tween 20 
1x TBS-X: 1x TBST + 1% Triton-X 100 
 
2.4.7 Denaturierende Fällung von Proteinen mittels Trichloressigsäure 
 
Durch die Zugabe konzentrierter Trichloressigsäure mit einem Anteil von 10 bis 20% des 
Gesamtvolumens können Proteine aus Lösungen präzipitiert werden. Nach Zugabe von 
Trichloressigsäure wurden die Lösungen für eine Stunde auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine 
Zentrifugation bei 13000 rpm für 30 Minuten (Tischzentrifuge Sigma 113). Die sedimentierten 
Proteine wurden abschließend in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Noch vorhandene Reste an 
Trichloressigsäure  wurden durch Zugabe geringer Mengen an SDS-Trenngelpuffer neutralisiert.  
 
2.4.8 Expression und Reinigung von rekombinantem Profilin 2a über Poly-Prolin-
Affinitätschromatographie 
 
Die Basis der Reinigung von Profilin bildet eine Affinitätschromatographie mit Poly-Prolin (Tanaka & 
Shibata, 1985): Zur Expression wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3) mit pET-Vektoren (Novagen) 
transformiert, die als Insert cDNA-Fragmente von PFN 2a bzw. dessen Mutanten beinhalteten. E. coli 
wurden in 1 Liter-Kulturen bei 37°C und 220 rpm in 2x YT Medium mit 150 µg/ml Ampicillin 
angezogen. Nach dem Erreichen einer optischen Dichte von 0,5 bei 600 nm wurde in den Bakterien 
die Profilin-Expression durch 1 mM IPTG induziert. Nach einer weiteren Inkubationsdauer von vier 
Stunden wurden die Bakterien durch Zentrifugation (6000 rpm im JA10 Rotor, 15 Minuten, 4°C) 
sedimentiert, in 25 ml Lysispuffer aufgenommen und für 20 Minuten auf Eis mit 1 mg/ml Lysozym 
inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakteriensuspensionen bei – 80°C eingefroren. Der Zellaufschluss 
der aufgetauten Suspensionen erfolgte mittels Ultraschallbehandlung. Größere Zelltrümmer wurden 
mittels Zentrifugation (14000 rpm im JA17 Rotor, für 15 Minuten, 4°C) entfernt. Das klare Lysat 
wurde auf eine Poly-L-Prolin-Säule (30 ml Säulenvolumen) mit einer Fließgeschwindigkeit von zirka 
30 ml/h aufgetragen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch den Durchfluss von insgesamt 
300 ml Waschpuffer sowie 50 ml 2 M Harnstoff haltigem Elutionspuffer I vom Säulenmaterial 
entfernt. Die Elution von Profilin wurde durch die Zugabe von Harnstoff erreicht, der zur 
Denaturierung des Proteins führt. Profilin 2a kann aufgrund hoher Affinität zu Poly-Prolin nur mit 8 M 
Harnstoff eluiert werden (Lambrechts et al., 1995). Proteinhaltige Fraktionen wurden durch das 
Auftropfen auf eine Nitrocellulosemembran und anschließende Ponceau-Färbung identifiziert.  
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Die Profilin haltigen Fraktionen wurden durch eine SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-
Färbung identifiziert. Die reinen Profilin haltigen Fraktionen wurden vereinigt und in mehreren Stufen 
dialysiert. Aufgrund der Elution mit 8 M Harnstoff wurde Profilin 2a zunächst mit 4M und 
anschließend in 2M Harnstoff haltigen Dialysepuffer dialysiert. Zur Vermeidung einer irreversiblen 
Denaturierung wurde dem Dialysepuffer 5 mM DTT zugesetzt. Das während der Dialyse gebildete 
Präzipitat wurde durch Filtration (0,2 µM Filter) und anschließende Zentrifugation (40000 x g, 90 
Minuten, 4°C) entfernt. Die Poly-Prolin-Säule wurde nach intensivem Waschen mit Elutionspuffer II 
(PFN 2) mit 5-10 Säulenvolumen Waschpuffer äquilibriert. 
Lysis-Puffer: 
30 mM Tris-HCl pH 7,6; 5 mM EGTA, 10 mM MgCl2, 0,5% Triton X-100, Proteaseinhibitoren (1:1000 verdünnt): AEBSF, Pepstatin A, 
Trasylol .  
Waschpuffer: 20 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl 
Elutionspuffer I: Waschpuffer, 2 M Harnstoff 
Elutionspuffer II (PFN 2): Waschpuffer, 8 M Harnstoff 
Dialyse Puffer: 10 mM Tris-HCl pH 7,6, 2 mM CaCl2, 5 mM DTT  
Lysozym (isoliert aus Hühnereiern, 138000 U/mg, kristallin), Serva (Heidelberg) 
 
2.4.9 Reinigung von genuinem Profilin 1 und 2a 
 
Die Generierung von monoklonalen Antikörpern erfordert Antigene zur Immunisierung von 
Versuchstieren und zur Selektion Antikörper produzierender Hybridoma-Klone. Hierfür wurde 
anstelle rekombinanter Profiline genuines Rinder-Profilin 2 aus Rinderhirn bzw.  Maus-Profilin 1 aus 
Milz und Leber gereinigt. Die Methode zur Reinigung genuiner Profiline basiert auf der zuvor 
beschriebenen Poly-Prolin-Affinitätschromatographie; erfordert jedoch weitere Reinigungsschritte, um 
genuines Profilin in hoher Reinheit zu erhalten. Im Falle der Reinigung von Rinder-Profilin 2a ist 
zudem eine Separierung von co-exprimierten Rinder-Profilin 1 erforderlich. Sowohl Rinderhirn als 
auch Mäuse-Milz bzw. Lebern werden im doppelten Volumen des bPFN-Extraktionspuffers 
aufgenommen und anschließend per Mixer (Blender) homogenisiert. Dieses Homogenat wurde bei 
40000 x g für eine Stunde im JA14 zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig 
abgenommen und in einer Ultrazentrifuge bei 120000 x g (Rotor Ti45) für 90 Minuten zentrifugiert. 
Der klare Überstand wurde nachfolgend mit einer Fließgeschwindigkeit von 40 ml/h auf eine in 
Extraktionspuffer äquilibrierten Poly-Prolin-Säule (Säulenvolumen 30 ml) aufgetragen. Zur 
Entfernung von unspezifisch gebundenen Proteinen wurde die Säule mit mindestens 10 
Säulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Insbesondere zur Entfernung von G-Aktin wurde die Poly-
Prolin-Säule mit 2M Harnstoff haltigen Elutionspuffer I gewaschen. Für die Reinigung von Profilin 2a 
aus Rinderhirn folgte nacheinander der Auftrag von Elutionspuffer für jeweils 2 Stunden mit 4 M, und 
6 M Harnstoff, um gezielt co-exprimiertes Rinder-Profilin 1 von der Säule zu entfernen. Nach einer 
weitestgehenden Elution von Rinder-Profilin 1 wurde das mit höherer Affinität bindende Rinder-
Profilin 2 mittels 8 M Harnstoff haltigem Elutionspuffer eluiert. Profilin 2 haltige Fraktionen wurden 
im Dot Blot über das anti-Profilin 2 Serum #361 identifiziert, wobei mit Profilin 1 kontaminierte 
Proben anhand des Rinder-Profilin 1 spezifischen Antikörpers 2h11 erkannt werden konnten. Im Falle 
der Reinigung von Maus-Profilin 1 war kein Harnstoff-Gradient notwendig, da keine andere Profilin-
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Isoform mit Profilin 1 in Milz und Leber der Maus co-exprimiert wird. Profilin 1 wurde daher direkt 
mit 6 M Harnstoff haltigem Elutionspuffern erhalten. Die Profilin haltigen Fraktionen nach der Poly-
Prolin-Affinitätsreinigung waren generell mit weiteren Proteinen, vor allem G-Aktin, verunreinigt. Zur 
Beseitigung dieser Verunreinigungen kann entweder eine Gelfiltration mit einer Superdex 200-Säule 
oder eine Anionen-Austauscherchromatographie mittels MonoQ-Säule (GE Healthcare) durchgeführt. 
Für die effizientere Anionen-Austauscherchromatographie wurden die Profilin-Fraktionen in den 
Puffer A umdialysiert. Unter diesen Ionenbedingungen bindet vor allem G-Aktin sowie die meisten 
verunreinigenden Proteine an die MonoQ-Säule, während Profilin die Säule passiert. Gebundenes 
Aktin wurde mit 1 M KCl in Puffer A eluiert.  
bPFN-Extraktionspuffer: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 5mM EGTA, 1mM DTT, Proteaseinhibitoren (1:1000 
verdünnt): AEBSF, Pepstatin A, Trasylol. 
Waschpuffer: 20 mM Tris-HCl pH7,5, 150 mM NaCl, 0,5 mM ATP) 
Elutionspuffer: Waschpuffer mit 2M, 4M, 6 M bzw. 8 M Harnstoff 
Puffer A: 25 mM Tris-HCl pH7,6, 0,5 mM DTT, 0,1 mM ATP, 2,1 M Harnstoff 
 
2.4.10 Reinigung von Profilin 2 mittels IMPACT-CN-System (NEB)    
 
Das Impact-CN-System (NEB) nimmt unter den verfügbaren bakteriellen Expressionssystemen eine 
Sonderstellung ein. Rekombinante Proteine, die über dieses System exprimiert werden, sind mit einem 
sogenannten Intein-tag versehen, durch dessen Bindung an eine Chitin-Matrix eine effiziente 
Reinigung möglich ist. Im Gegensatz zu anderen Expressionssystemen auf der Basis von GST- oder 
His-Tags kann das Intein-tag, das unter Umständen inhibierend in biochemischen Experimenten 
wirken könnte, durch Zugabe von Reduktionsmitteln, Temperatur- und/oder pH-Erhöhung 





Abb. 2.1: Schematische Illustration des Funktionsprinzips des 
IMPACT-CN-Systems (übernommen aus dem IMPACT-CN 
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Die Expression von Intein-Profilin 2a-Fusionsproteinen erfolgte in pTYB12 (NEB) transformierten 
E.coli des Stammes ER2566. Die E. coli wurden in 1 Liter-Kulturen bei 37°C und 220 rpm in 2x YT 
Medium mit 150 µg/ml Ampicillin angezogen. Nach dem Erreichen einer optischen Dichte von 0,7 bei 
600 nm wurde in den Bakterien die Profilin-Expression durch 0,5 mM IPTG induziert. Nach einer 
Inkubation bei 18°C über Nacht wurden die Bakterien durch Zentrifugation (6000 rpm im JA10 Rotor, 
15 Minuten, 4°C) sedimentiert, in 25 ml Intein-Bindungspuffer (mit Protease-Inhibitoren) 
aufgenommen und anschließend bei – 80°C eingefroren.  
Der Zellaufschluss erfolgte mittels French Press bei 1000 psi und anschließende 
Ultraschallbehandlung. Nachfolgend wurden Zelltrümmer per Zentrifugation beseitigt (14000 rpm im 
JA17 Rotor, 45 Minuten, 4°C) und das klare Lysat auf eine mit Intein-Bindungspuffer äquilibrierten 
Chitin-Matrix aufgetragen. Die in einer Säule befindliche Chitin-Matrix wurde nach Auftrag des 
Bakterienlysates mit 20 Säulenvolumen Intein-Bindungspuffer gewaschen. Die Autoproteolyse des 
Inteinprofilins wurde durch eine rasche Äquilibrierung des Säulenmaterials mit Intein-Spaltungspuffer 
induziert. Die Elution des gespaltenen Profilins erfolgte nach einer 40 stündigen Inkubation der 
Chitin-Matrix mit Intein-Spaltungspuffer. Die Profilin haltigen Elutionsfraktionen wurden mittels 
SDS-PAGE auf Reinheit überprüft, vereinigt und ankonzentriert. 
Chitin-Bindungspuffer: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 300 mM NaCl 
Chitin-Spaltungspuffer: 20 mM Tris-HCl pH 8,5, 300 mM NaCl, 50 mM DTT 
 
2.4.11 Analyse der Poly-Prolin-Bindung von Profilin 2a durch Präzipitation mittels Poly-
Prolin-Sepharose 
 
Für qualitative Bestimmung der Poly-Prolin-Bindung von Profilin 2a und dessen Mutanten kann eine 
Präzipitation rekombinanter Proteine mit der in den Kapiteln 2.4.8 & 2.4.9 beschriebene Poly-Prolin-
Sepharose durchgeführt werden. Profiline, die über eine ausreichend hohe Affinität verfügen, binden 
an die Poly-Prolin-Sepharose und können mittels Zentrifugation isoliert werden. Proteine ohne 
Affinität zu Poly-Prolin-Motiven hingegen verbleiben im Überstand. Je 10 µg des gereinigten 
mPFN2a und der Mutante mPFN2a Y29,133S wurden in einem Volumen von 150 µl PFN-Dialyse-
Puffer mit 30 µl Poly-Prolin-Sepharose für 2 h bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde die Poly-Prolin-
Sepharose bei 1000 g sedimentiert, der Überstand abgenommen, mindestens fünfmal mit PFN-
Dialyse-Puffer gewaschen und abschließend in SDS-Probenpuffer aufgekocht. Die im Überstand 
enthaltenen Proteine wurden per TCA-Fällung präzipitiert und ebenfalls in SDS-Probenpuffer 
aufgenommen und aufgekocht. Die Analyse der Fraktionen über den Verbleib der eingesetzten 
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2.4.12 Quantitative Analyse der Poly-Prolin-Bindung von Profilin 2a durch spektral-
fluorimetrische Messung der Tryptophan-Fluoreszenz 
 
Im Gegensatz zu der Präzipitation von Profilin mit Poly-Prolin-Sepharose ermöglicht eine Messung 
der intrinsischen Fluoreszenz von Profilin eine quantitative Bestimmung der Bindungsaffinität zu 
Poly-Prolin. Diese Messmethode beruht vor allem auf der Veränderung der Eigenfluoreszenz der 
aromatischen Aminosäure Tryptophan und in geringerem Maße der Aminosäuren Tyrosin und 
Phenylalanin. Fluoreszenzänderungen dieser Aminosäuren in gefalteten Proteinen können durch 
Ligandeninteraktion bedingte Konformationsänderungen hervorgerufen werden, da dies zu 
veränderten Expositionen der Aminosäuren zum polaren Lösungsmittel führen kann.  
Für Profilin 1 wurde beschrieben, dass eine Interaktion mit gelöstem Poly-Prolin eine 2,2fache 
Erhöhung sowohl der Tryptophan als auch der Tyrosin-Fluoreszenz zur Folge hat (Perelroizen et al., 
1995). Zur quantitativen Bestimmung der Poly-Prolin-Bindung von Profilin 2a wurden 10 µM 
mPFN2a bzw. mPFN2a Y29,133S (gelöst in PFN-Dialysepuffer mit 1 mM DTT) in einem 
Reaktionsvolumen von 500 µl mit steigenden Mengen an gelöstem Poly-Prolin versetzt und für 2 h bei 
4°C inkubiert. Anschließend wurde in einem Spektralfluorimeter (Perkin-Elmer LB50) bei 330 nm die 
Emission der Tryptophanfluoreszenz gemessen. Die spezifische Anregung der Tryptophane erfolgte 
bei einer Wellenlänge von 295 nm. Die Fluoreszenzänderung wurde anhand der Subtraktion der 
Ausgangsfluoreszenz des Profilins ohne Poly-Prolin berechnet und relativ zu den jeweiligen Poly-
Prolin-Konzentrationen aufgetragen. Die Auswertung der Daten erfolgte über die Software Graphpad 
Prism 4.0 (Statcon, Witzenhausen). 
PFN-Dialysepuffer mit 1 mM DTT 
 
2.4.13 Quantitative Analyse der G-Aktin-Bindung von Profilin 2a durch „non-steady“ Aktin-
Polymerisation mit Pyren-Aktin 
 
Der Einfluss Aktin-assoziierter Proteine auf die Polymerisation von Aktin kann in vitro mit 
gereinigten Proteinen verfolgt werden. Hierfür kann markiertes G-Aktin, so genanntes Pyren-Aktin, 
verwendet werden, dessen Fluoreszenz durch den Einbau in Aktin-Filamente um den Faktor 25 
ansteigt (Kouyama & Mihashi, 1981). Eine schnelle und Ressourcen sparende Variante dieses 
Experimentes ist der „non steady state“-Aktin-Polymerisation assay, in dem in Echtzeit die Aktin-
Polymerisation über Fluoreszenzänderungen analysiert werden kann. Für die Analyse der Profilin-
Actin- Interaktion wurden 5 µM G-Actin mit einem Pyren-Aktin-Gehalt von 5% mit 15 µM Profilin in 
einem Reaktionsvolumen von 450 µl in 2x G-Aktin-Puffer für 10 Minuten bei 20°C inkubiert. 
Anschließend wurden 50 µl des 10x Magnesium-Substitution-Puffers hinzugegeben, und es erfolgte 
eine weitere Inkubation der Lösung für 2 Minuten bei 20°C. Die Aktin-Polymerisation wurde durch 
die Zugabe von 50 µl des 10x Polymerisationspuffers ausgelöst und im Spektralfluorimeter bei einer 
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Anregung von 365 nm und Emissionswellenlänge bei 407 nm gemessen. Die Aktin-Polymerisation 
wurde für insgesamt 2 h verfolgt. 
2x G-Aktin-Puffer: 2 mM Tris-HCl pH 7,5, 0, 2 mM ATP, 0,1 mM CaCl2,   0,5 mM DTT 
10x Magnesium-Substitution-Puffer: 50 µM MgCl2, 0,2 mM EGTA 
10x Polymerisation-Puffer: 500 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 100 mM Imidazol pH 7 
 
2.4.14  Herstellung von Zell- und Gewebe-Extrakten 
 
Für die biochemische Analyse von Gewebeextrakten wurde in flüssigem Stickstoff schockgefrorenes 
Gewebe im doppelten Volumen Hepes-Lysis-Puffer aufgenommen und mechanisch homogeniziert. 
Nach einer Zentrifugation bei 20000 x g wurde der Überstand abgenommen, die Proteinkonzentration 
nach Bradford bestimmt und weiter verwendet bzw. bei -80°C gelagert.  
Kultivierte adhärente Zellen wurden wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben durch eine Trypsin/EDTA-
Behandlung geerntet, zweimal mit 1x PBS gewaschen und nach abschließender Zentrifugation in 
Hepes-Lysis-Puffer aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgt durch dreimaliges Einfrieren in 
flüssigen Stickstoff und anschließendes Auftauen bei 37°C. Zelltrümmer wurden bei einer 
Zentrifugation bei 20000 x g entfernt. Analog zu Gewebeextrakten wurde die Proteinkonzentration 
nach Bradford ermittelt und weiter verwendet. 
Hepes-Lysis-Puffer: 20 mM Hepes pH 7,2, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.05% Tween-20, 0,1% SDS und Protease-Inhibitoren (1:1000) 
 
2.4.15 Affinitätschromatographie von Profilin-Liganden per Intein-Profilin 2a 
 
Affinitätschromatographien, bei denen die zu untersuchenden Proteine im Überschuss auf einer Matrix 
immobilisiert vorliegen, stellen eine Möglichkeit dar, Protein-Protein-Interaktionen mit nativen 
Liganden zu untersuchen. Gewebe- oder Zellextrakte, in denen die natürlichen Liganden enthalten 
sind, werden mit dem Matrix-gebundenen Protein in Kontakt gebracht. Nach dem unspezifisch 
gebunden Proteine durch intensives Waschen entfernt wurden, können die an die Matrix gebundenen 
Liganden identifiziert werden. Für die Affinitätschromatographie von Profilin-2a-Liganden aus 
Maushirn-Rohextrakt wurde das in Kapitel 2.4.10 aufgeführte IMPACT-CN-System verwendet. Im 
Gegensatz zu üblichen Chromatographie-Methoden wie mit Cyanobromid-aktivierter Sepharose ist 
das zu untersuchende Protein nicht kovalent an die Matrix gebunden. Intein-Profilin 2a wurde aus 
E.coli gereinigt, in dem es an eine Chitin-Matrix gebunden wurde. Parallel zu dieser Reinigung wurde 
partikelfreier Maushirn-Extrakt mit einer Chitin-Matrix vor-inkubiert, um an die Matrix unspezifisch 
gebundene Proteine zu entfernen. Anschließend wurde der Maushirn-Extrakt mit der Intein-Profilin 2a 
gesättigten Chitin-Matrix über Nacht inkubiert. Nach intensivem Waschen mit 30 Säulenvolumen 
Extraktionspuffer wurde die Säule in Chitin-Spaltungspuffer äquilibriert und analog zur Reinigung der 
Poly-Prolin-Mutante mPFN2a Y92,133S über 40 h inkubiert. Schließlich wurde das durch 
Autoproteolyse entstandene Profilin 2a und die spezifisch gebundenen Liganden mit mehreren 
Säulenvolumen Chitinspaltungspuffer von der Säule eluiert.  
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Die Elutionsfraktionen wurden gesammelt, per TCA-Fällung eingeengt. Die Analyse erfolgte mittels 
SDS-PAGE und Western-Blot unter Verwendung von Profilin-Liganden spezifischen Antikörpern. 
Hepes-Lysis-Puffer (ohne SDS): 20 mM Hepes pH 7,2, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.05% Tween-20, Protease-Inhibitoren (1:1000) 
Hepes-Intein-Spaltungspuffer: 20 mM Hepes pH 7,5, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.05% Tween-20, 50 mM DTT 
 
2.4.16 Dephosphorylierung von Proteinen mittels „calf intestine phosphatase“ 
  
Durch die Zugabe der „calf intestine phosphatase“ (CIP, NEB) können Phosphat-Gruppen von 
phosphorylierten Tyrosinen, Serinen und Threoninen von Proteinen entfernt werden. Hierfür werden 
die sedimentierten Zellen in den NEB-Puffer 3 mit Protease-Inhibitoren aufgenommen und, wie in 
Kapitel 2.4.13 beschrieben, lysiert. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration wurden pro 
Mikrogramm Protein ein Unit CIP hinzugefügt, für eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschließend 
für eine 2D Gel-Elektrophorese weiter verwendet. 
 
2.4.17  2D-Gel-Elektrophorese von Proteinen 
 
Bei der 2D-Gel-Elektrophorese erfolgte die erste Auftrennung der Proteine gemäß ihres 
isoelektrischen Punktes durch eine isoelektrische Fokussierung in einem Gelstreifen mit einem 
immobilisierten pH-Gradienten. Nach der isoelektrischen Fokussierung werden die Proteine in der 
zweiten Dimension unter denaturierenden Bedingungen anhand ihres Molekulargewichtes separiert. 
Im Gegensatz zur eindimensionalen SDS-PAGE erfordert diese Methode eine vorherige Entsalzung 
der zu analysierenden Proben. Das wie in Kapitel 2.4.14 beschriebenen gewonnene Zellmaterial wurde 
in 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 7,4 aufgenommen. Zur Extraktion der Proteine ohne störende 
Salze wurde eine Phenolfällung bei einem pH-Wert von 7,4 vorgenommen, wobei ein zum 
Kaliumphosphat-Puffer äquivalentes Volumen an Phenol zugesetzt wurde. Nach 2 minütigem 
Vortexen wurden die Proben je für 10 Minuten erst bei 70°C und anschließend bei 0°C inkubiert. 
Nach einer Zentrifugation bei 1500x g und 4°C wurde die obere wässrige Phase verworfen und die 
präzipitierten Proteine mit reinst. Wasser versetzt. Analog zur Phenolbehandlung folgten  zwei 
minütiges Vortexen und  Inkubationen von 10 Minuten bei 70°C und 0°C mit anschließender 
Zentrifugation. Nach zweimaligem Waschen wurden 400 µl Aceton (-20°C) hinzugefügt und unter 
Schwenken bei 0°C für 10 Minuten inkubiert. Der Überstand an Aceton wurde nach einer 
Zentrifugation bei 1500 x g für 15 Minuten verworfen. Gemäß der ersten Zugabe wurden anschließend 
nochmals 600 µl Aceton hinzugefügt und wie beschrieben mit den Proben inkubiert. Anschließend 
wurde der Aceton-Überstand verworfen und die gefällten Proteine bei RT getrocknet. Im Anschluss 
wurden die Proben bei -80°C gelagert. Für die isoelektrische Fokussierung der Hühner-Profiline 1 und 
2a wurden IEF-Gelstreifen (ReadyStrip) der Firma Bio-RAD (München) verwendet, in denen sich ein 
pH-Gradient von 3-10 über 7 cm erstreckt. Die Proben wurden in dem Rehydratisierungspuffer A 
resuspendiert und gemäß Bradford einer Proteinbestimmung unterzogen.  
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50 µg Gesamtprotein wurden in insgesamt 83,3 µl Rehydratisierungspuffer A aufgenommen und mit 
41,7 µl Rehydratisierungspuffer B versetzt. Die in dem Rehydratisierungspuffer B enthaltenden 
Ampholyte sind gemäß des verwendeten pH-Gradienten zu wählen. Die in insgesamt 125 µl 
resuspendierte Probe wurde in die „Protean IEF-focusing“-Kammer (Bio-RAD, München) gefüllt. 
Anschließend wurde der IEF-Streifen mit dem Gel zu Probe weisend luftblasenfrei in die Kammer 
gelegt und anschließend mit Mineralöl überschichtet. Nach einer Inkubation über Nacht wurden die 
IEF-Streifen mit dem Gel zu den Elektroden zeigend in die IEF-Zelle eingelegt und mit 3 ml 
Mineralöl überschichtet. Die Spannung während der isoelektrische Fokussierung wird beginnend von 
250 V graduell auf 4000 V erhöht und für 8000 Vh aufrechterhalten.  
Für die Trennung der Proteine in der SDS-PAA-Gelelektophorese wurden die IEF-Streifen für je 15 
Minuten in SDS-Äquilibrierungspuffer zweimal mit dem Zusatz von 15 mM DTT und abschließend 
mit 150 mM Iodacetamid inkubiert. Die äquilibrierte IEF-Streifen wurden luftblasenfrei auf das 
Trenngel eines präparativen 13,75% SDS-Gels und mit einer erwärmten SDS-PAGE-Agarose-Lösung 
versiegelt. Die Gelelektrophorese erfolgte analog zu Kapitel 2.4.5.   
Kaliumphosphat-Puffer: 80 mM K2HPO4, 20 mM KH2PO4 pH 7,4 
Phenol pH 7,4 
Rehydratisierungspuffer A: 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% CHAPS, 50 mM DTT 
Rehydratisierungspuffer B: 2,625 ml Rehydratidisierungspuffer A, 125 µl Ampholyt-Lösung, Bromphenolblau 
SDS-Äquilibrierungspuffer: 1,M Tris-HCl pH 8,8 
SDS-PAGE-Agarose-Lösung: 0,5% Agarose in SDS-Equilibrierungspuffer 
 
2.4.18 Kopplung von Proteinen an NHS-aktivierte Sepharose 
 
10 mg rekombinantes Maus-Profilin 1 wurde kovalent an NHS-aktivierte Sepharose einer HiTrapTM-
Säule (1 ml Säulenvolumen, GE Healthcare, München) gebunden. Zuerst wurde die Säule mit sechs 
Milliliter eiskalter 1 mM Salzsäure gewaschen. Umgehend danach wurde die Säule mit dem zu 
koppelnden Protein, das in Kopplungspuffer vorlag, in Kontakt gebracht. Die Proteinlösung wurde für 
30 Minuten im Kreislauf durch die Säule gepumpt. Der Durchfluss wurde anschließend gesammelt 
und bei 280 nm zur Bestimmung der Kopplungseffizienz photometrisch vermessen. Freie Bindestellen 
an dem Säulenmaterial wurden über Ethanolamin abgesättigt. Abwechselnd wurde die Säule mit je 
sechs Milliliter Ethanolamin-Puffer und Acetat-Puffer gewaschen. Abschließend wurde die Säule mit 
dem 1x Dialyse-Puffer (siehe Kapitel 2.4.8) äquilibriert und bei 4°C gelagert. 
1 mM HCl 
Kopplungspuffer: 0,2 M NaCO3, 0,5 M NaCl pH 8,3 
Ethanolamin-Puffer: 0,5 M Ethanolamin, 0,5 M NaCl pH 8,3 




Der „enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) erlaubt sowohl qualitative als auch quantitative 
in vitro Analysen von Protein-Interaktionen. In dieser Arbeit wurde der ELISA zur Untersuchung der 
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Antigen-Spezifität von Antikörpern eingesetzt. Das als Antigen fungierende Protein wurde an einer 
Polystryol-Oberfläche immobilisiert. Anschließend wurde das Antigen mit dem zu testenden 
Antikörper überschichtet. Die Bindung des Antikörpers an das immobilisierte Antigen wurde mittels 
spezifischer Sekundärantikörper nachgewiesen.  
50 pmol Maus-Profilin 1 bzw. Maus-Profilin 2a wurden in Kopplungspuffer über Nacht an die 
Oberfläche einer 96-well Mikrotiterplatte (Nunc Polysorb) adsorbiert. Ungebundenes Profilin wurde 
durch dreimaliges Waschen mit ELISA-Puffer entfernt. Freie Bindungsstellen der Polystyrol-
Oberfläche wurden pro well durch eine zweistündige Inkubation mit 200 µl einer 1%igen BSA-PBS-
Lösung bei Raumtemperatur abgesättigt. Das zu testende Antiserum wurde für eine einstündige 
Inkubation bei Raumtemperatur hinzu gegeben. Durch wiederholtes Waschen wurden ungebundene 
Antikörper entfernt. Die Bindung des zu testenden Antikörpers wurde über Sekundärantikörper 
nachgewiesen, der spezifisch spezieskonservierte Bereiche des zu testenden Antikörpers erkennt. Die 
Entwicklung des ELISA basiert auf der Aktivität der Meerrettich-Peroxidase (HRP), die an den 
Sekundärantikörper gekoppelt vorliegt: Als Substrat diente der HRP 2,2-Azinobis-3-
Ethylbenzthiazolin-Sulfon-Säure (ABTS), von dem 100 µl in 10 ml Citratpuffer mit 10 µl 30% 
Wasserstoffperoxid gegeben wurde. Die Farbentwicklung durch den Umsatz des ABTS wurde nach 
exakt 20 Minuten in einem ELISA-Reader bei 405 nm gemessen. 
ELISA-Puffer: 1x PBS, 0,02% (v/v) Tween 20 
2% BSA in PBS 
Kopplungspuffer: 1,59 g Na2CO3, 2.93 g NaHCO3, pH 9,6, mit H2Odest  auf 1 Liter auffüllen  
ABTS-Stammlösung: 21,95 mg/ml, Lagerung bei -20°C in 100 µl Aliquots 
Citratpuffer: 0,1 M Citronensäure, 0,1 M Tri-Na-Citrat in H2O, pH 4 
 
2.5.20 Epitop-Kartierung von monoklonalen Antikörpern 
 
Ein sequentielles Epitop eines monoklonalen Antikörpers kann durch die Verwendung von 
synthetischen Peptiden ermittelt werden. In dieser Arbeit wurde eine sogenannte Pepscan-Membran 
benutzt, auf die 15 Aminosäure lange Peptide, die die Gesamtheit von Maus-Profilin 1 und Maus-
Profilin 2a umfassen, synthetisiert wurden (Roland Frank, HZI Braunschweig). Zwischen den 
einzelnen Peptiden überlappen je 12 Aminosäuren. 
Die Pepscan-Membran wurde zunächst mit Ethanol benetzt und anschließend dreimal mit TBS 
gewaschen. Frei Bindungsstellen auf der Membran wurden über Nacht bei RT mit 10% Kälberserum 
in TBS abgesättigt. Nach dreimaligen Waschen mit TBS-T wurde die Membran unter Schwenken 3 h 
mit dem zu testenden Antikörper bei RT inkubiert. Nicht-gebundener Antikörper wurde durch 
dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper, der mit der 
Alkalischen Phosphatase (AP) konjugiert ist, erfolgte bei 4°C über Nacht. Nach dreimaligem Waschen 
mit TBS-T wurde die Antikörper-Bindung durch die enzymatische Aktivität der alkalischen 
Phosphatase nachgewiesen, die die Substrate BCIP und NBT in AP-Puffer umsetzt. 
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Zur Entfernung der gebundenen Antikörper und Färbung aus der AP-Entwicklung wurde die Pepscan-
Membran „gestrippt“. Hierfür wurde die Membran zweimal mit Wasser gewaschen und anschließend 
solange in Dimethylformamid (DMF) inkubiert, bis die Färbung der Peptide nicht mehr sichtbar war. 
Nach einer nochmaligen Inkubation mit DMF wurde die Membran dreimal mit Wasser gewaschen. 
Anschließend wurde Membran abwechselnd je dreimal mit Strip-Lösung A unter Schwenken bei RT 
und anschließend für fünf Minuten in einem Ultraschallbad bei 40°C gewaschen. Danach folgte 
dreimaliges Waschen mit Strip-Lösung B. Abschließend wurde die Membran dreimal in Ethanol 
inkubiert. Die Lagerung der Pepscan-Membran erfolgte trocken bei -20°C.  
10% FCS (PAA) in TBS-T 
AP-Puffer: 25 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20, 30 µl BCIP-Stamm-Lösung, 60 µl NBT 
BCIP-Stammlösung: 50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-ptoluidinsalz in Dimethylformamid 
NBT-Stammlösung: 50 mg/ml Nitroblau-Tetrazodiumchlorid inDimethylformamid 
Strip-Lösung A: 8 M Harnstoff, 1% (w/v) SDS, 0,5% Mercaptoethanol, pH7 mit Essigsäure  einstellen 
Strip-Lösung B: 10% Essigsäure, 50% Ethanol, 40% Wasser 
 
2.5 Zellbiologische Methoden 
 
2.5.1 Kultivierung und Passagieren von adhärenten Zelllinien 
 
Die in dieser Arbeit eingesetzten Zelllinien wurden in „Dulbecco`s modified Eagle Medium (DMEM) 
mit 10% fötalem Kälberserum (FCS) bei einer Temperatur von 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95% 
sowie einem CO2-Partialdruck von 10% kultiviert. Aufgrund beständiger Proliferation ist das 
Passagieren adhärenter Zellen notwendig. Um die Zellen von dem Substrat zu lösen, wird zunächst das 
Medium entfernt, die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen und mit einer Trypsin/EDTA-Lösung 
(PAA) inkubiert. Nach Ablösen der Zellen wurde die Enzymwirkung des Trypsin durch die Zugabe 
des doppelten Volumens DMEM + 10% FCS gestoppt, die Zellzahl über eine Neubauer-Zählkammer 
bestimmt und in geeigneten Verdünnungen in neue Kulturgefäße überführt. 
DMEM-Kulturmedium: DMEM (PAA) mit Natriumpyruvat und L-Glutamin; versetzt mit 10% FCS 
 
2.5.2 Transfektion von Zelllinien mittels FuGENE6 (Roche) 
 
Die transiente Transfektion von HeLa sowie HEK293T-Zellen wurde mittels des FuGENE6-
Reagenzes (Roche) durchgeführt. Für die Transfektion von Zellen in 10 cm Schalen wurde am Vortag 
der Transfektion je 1*106 Zellen pro Schale ausgesät. Für die Transfektion wurden pro Kulturschale 6 
µl FuGENE6-Agenz in 100 µl Serum freiem DMEM gegeben. Anschließend wurden 3 µg des 
Plasmids hinzugefügt. Dieses Gemisch wurde nach einer 20 minütigen Inkubation bei 
Raumtemperatur tropfenweise auf die Zellen gegeben. Bei Co-Transfektionen wurden pro Plasmid 3 
µg DNA eingesetzt und zunächst miteinander vermischt. Dieses DNA-Gemisch wurde wie 
beschrieben zu einer FuGENE6-DMEM-Lösung gegeben. Das Verhältnis FuGENE6 (µl) : DNA (µg) 
beträgt 2:1. 
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2.5.3 Transfektion tierischer Zellen mittels TransIT-LT1 (Mirus) 
 
Für eine effektive Transfektion primärer Hühnerfibroblasten wurde das Transfektionsreagenz TransIT-
LT1 (Mirus) verwendet, das auch für die Transfektion von Mammalia-Zellen einsetzbar ist.  
Hühnerfibroblasten wurden am Vortag in einer Dichte von 1,5* 105 in collagenisierte 10 cm Schalen 
ausgesät. Für die Transfektion wurden je 6 µg Plasmid, 18 µl Transfektionsreagenz in insgesamt 1,5 
ml Serum-freiem DMEM-Medium eingesetzt. Zuerst wurde das Transfektionsreagenz dem Medium 
zugesetzt und nach vorsichtigem Durchmischen für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die DNA wurde anschließend hinzugegeben und nach nochmaligem Durchmischen für weitere 30 
Minuten inkubiert. Anschließend wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben. 
Im Falle der Hühnerfibroblasten, die mit pcDNA6.2-EMGFP-miR-Konstrukten transfiziert wurden, 
wurden transfizierte Zelle mit 20 µg/ml Blasticidin (PAA) angereichert. Tranfizierte Zellen konnten 
mittels GFP-Expression identifiziert werden. 
 
2.5.4 Collagenisieren von Kulturschalen 
 
Für die Kultivierung primärer Fibroblasten wurden vor dem Aussäen der Zellen die Kulturgefäße mit 
Collagen beschichtet. Hierfür wurden die Kulturschalen für 5 Minuten mit 0,05%igen Collagen-
Lösung beschichtet. Anschließend wurde die Lösung entfernt und die Schalen für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur getrocknet und zur Gewährleistung der Sterilität für 20 Minuten mit UV-Licht 
bestrahlt. Gelagert wurden die collagenisierten Schalen bei 4°C. 
 
2.5.5 Präparation und Kultivierung von primären Hühnerfibroblasten 
 
Für die Gewinnung von primären Hühnerfibroblasten war es zunächst erforderlich Hühnereier für 12 
Tage in einem Brutschrank bei 37°C und 70% Luftfeuchtigkeit unter beständigem Wenden zu 
inkubieren. Am Embryonaltag 12 (E12) wurden die Hühnerembyronen mit einer Pinzette aus den 
Eiern entnommen und dekapitiert. Zur Präparation von Fibroblasten wurde vom Rücken und/oder 
Kopf Gewebefragmente mit einer Pinzette entnommen und mittels einer feinen Schere weitestgehend 
mechanisch zerkleinert. Anschließend wurden die Gewebefragmente in 2 ml hochreaktivem 
Trypsin/EDTA (Gibco) aufgenommen, mehrfach auf-und ab pipettiert und für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zur Inhibition des Trypsins wurden die Gewebefragmente mit 10 ml 
DMEM + 10%FCS versetzt. Das Trypsin wurde letztendlich nach eine Zentrifugation der Zellen bei 
400 x g entfernt. Im Gegensatz zu den oben erwähnten Zelllinien wurden die Hühnerfibroblasten in 
DMEM neben 10%FCS mit 1% Hühnerembryo-Extrakt (CEE) sowie dem Zusatz der Antibiotika 
Penicillin, Streptomycin und Gentamycin für maximal 10 Passagen kultiviert.  
 Material und Methoden 45 
Um eine beständige Expansion der primären Hühnerfibroblasten zu gewährleisten, wurden die Zellen 
nur in geringer Zelldichte kultiviert, da eine vollständige Konfluenz der Fibroblasten eine irreversible 
Einstellung der Proliferation zur Folge hätte. 
DMEM + 10% FCS + 1% CEE, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin, 50 µg/ml Gentamycin 
 
2.5.6 Quantifizierung des endogenen Profilin-Gehalts von Zell- & Gewebeextrakten per 
Chemolumineszenz 
 
Durch Western Blot-Analysen können in verschiedenen Zell-oder Gewebeextrakte der Grad der 
Expression eines Proteins bestimmt werden. Hierfür ist es erforderlich, dass die Extrakte exakt die 
gleiche Proteinkonzentration aufweisen. Außerdem ist bei dem Vergleich der Expressionsstärke 
verschiedener Proteine im gleichen Gewebe bzw. Zelltyp zu beachten, dass die verwendeten 
Antikörper mit unterschiedlicher Affinität die Zielproteine binden. In diesem Fall spiegeln die bei der 
Detektion erhaltenen Signalstärken nicht direkt die Mengen der Proteine wieder. Daher wurden 
rekombinante Proteine in definierten Mengen zusammen mit den zu untersuchenden Zell- oder 
Gewebeextrakten per SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mittels ECL analysiert. Im Falle 
der Profiline wurden rekombinante Profiline in Mengen von 10-150 ng in Eichreihen eingesetzt. Die 
für endogenes Profilin erhaltenen ECL-Signale wurden zusammen mit den Referenzwerten der 
rekombinanten Profiline über die Software Herolab Easywin densitrometrisch vermessen. Anhand der 
Signalintensitäten der rekombinanten Profiline konnte die Menge an endogenem Profilin bestimmt 
und zum Gesamtproteingehalt der Extrakte in Relation gesetzt werden. 
 
2.5.7 Paraformaldehyd-Fixierung & Permeabilisierung adhärenter Zellen  
 
Für die Darstellung der Lokalisation einzelner Proteine ist eine effektive und beständige Fixierung der 
zellulären Strukturen erforderlich. Aufgrund der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper wurden die 
Zellen mittels Paraformaldehyd fixiert. Nach Kultivierung der Zellen auf Deckgläschen wurde das 
Medium durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS entfernt. Anschließend erfolgte eine 20 minütige 
Inkubation der Zellen in 3,7% Paraformaldehyd (in PBS) bei RT. Für die Färbung intrazellulärer 
Strukturen ist eine anschließende Permeabilisierung der Plasmamembran erforderlich. Dies wird durch 
eine Behandlung der fixierten Zellen mit 0,02% Triton-X100 (in PBS) erreicht. Dabei ist die Dauer 
der Triton-Behandlung an die darzustellenden Proteine anzupassen. Für die Färbung von Profilin 
wurden die fixierten Zellen nach der PFA-Fixierung dreimal mit 1x PBS gewaschen und anschließend 
für zwei Minuten mit der erwähnten Detergenz-Lösung behandelt. Nach nochmaligem Waschen mit 
1x PBS sowie eine zusätzliche Inkubation der Zellen in 1% BSA (PBS) kann die Färbung der Proteine 
erfolgen. 
4% Paraformaldehyd (PBS) 
0,02% Triton-X100 (PBS) 
1% BSA (PBS) 
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Mowiol: 40 g Mowiol 4-88 (Hoechst), 80 ml 1x PBS, 40 ml reinst Glycerin.  
Bleichschutz: 2,5 g n-Propylgallat, 50 ml 1x PBS, 50 ml Glycerin 
 
2.5.8 Fluoreszenz-Färbung eukaryontischer Zellen 
 
Zur gleichzeitigen Darstellung von Proteinen in der Fluoreszenzmikroskopie werden zumeist 
Primärantikörper aus unterschiedlichen Spezies verwendet, welche wiederum direkt in den fixierten 
Strukturen über Spezies spezifische anti-Immunglobulin Sekundärantikörper gebunden werden. An die 
Sekundärantikörper sind die für die Detektion erforderlichen Fluorochrome kovalent gekoppelt. Nach 
der in Kapitel 2.5.9 beschriebenen Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden die 
Primärantikörper gleichzeitig in geeigneter Verdünnung auf die Zellen gegeben und in einer feuchten 
Kammer bei 37°C für eine Stunde inkubiert. Ungebundene Primärantikörper wurden, wie oben 
beschrieben, durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS sowie einer anschließenden Inkubation mit 1% 
BSA (in PBS) entfernt. Eine 30 minütige Inkubation der Zellen mit Sekundärantikörpern, die jeweils 
mit unterschiedlich farblichen Fluorochromen gekoppelt waren, erfolgte im Dunkeln bei RT in einer 
feuchten Kammer. Im Zuge der Sekundärantikörper-Inkubation wurden ggf. Aktin-Filamente durch 
fluorochromiertes Phalloidin und DNA durch DAPI gefärbt. Nach den Antikörper-Inkubationen 
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, kurz in destilliertes Wasser gebracht und mit einem 
Tropfen N-Propylgallat haltigem Mowiol auf einem Objektträger eingebettet. 
 
2.5.9 Fluoreszenzfärbung eukaryontischer Zellen per Zenon-Technologie 
 
Die innerhalb einer Spezies konservierten Fc-Bereiche von Immunglobulinen sind dafür 
verantwortlich, dass eine gleichzeitige indirekte Immunfluoreszenz-Färbung mit mehreren, aus der 
gleichen Spezies stammenden Antikörpern nicht möglich ist. Für eine Doppelfärbung zweier muriner 
monoklonaler Antikörper wurde die Zenon-Technologie eingesetzt. Diese beruht auf einer Markierung 
der Primärantikörper, bevor diese mit den darzustellenden Strukturen in Kontakt kommen. Erreicht 
wird dieses durch Fc-Bereich spezifische Fab-Fragmente, die in einem Reaktionsgefäß mit dem 
Primärantikörper inkubiert werden (Abb. 2.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die monoklonalen 
Antikörper 5G6 (Raver1), 2C5 (Profilin 1), 4H5 (Profilin 2a) und 3B11 (Gephyrin) über ein Zenon-Kit 
markiert, das spezifisch für murine Gamma-Immunglobuline des Isotyps IgG1 ist. Für eine 
Markierung von Primärantikörpern werden die Fab-Fragmente zu den Primärantikörpern in einem 
Verhältnis von 6:1 eingesetzt. Dies entspricht für 1 µg Primärantikörper 10 µl der Zenon-Färbelösung. 
Diese Lösungen werden durchmischt und für fünf Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert. Nicht 
gebundene Fab-Fragmente werden durch 10 µl einer IgG-Lösung abgefangen, in dem diese IgG-
Lösung wiederum für fünf Minuten bei RT mit dem Gemisch inkubiert wird. Anschließend werden die 
Zellen mit den Zenon markierten Antikörpern für 30 Minuten versetzt. Nicht gebundene Antikörper 
werden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt.  
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Um eine langsame Translokation der Zenon-Fragmente in dem eingebetteten Objekt zu anderen 
Primärantikörpern zu verhindern, erfolgt vor der Einbettung eine abschließende, 15 minütige 
Fixierung mit Paraformaldehyd. 
 
 
Abb. 2.2: Funktionsprinzip der Zenon-Technologie 
(übernommen aus dem Zenon Manual, Invitrogen) 
Primärantikörper werden im Reaktionsgefäß mit Fc-Region 
spezifischen fluorochromierten Fab-Fragmenten inkubiert. 
Überschüssige Fab-Fragmente werden anschließend durch die 







2.4.10 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 
 
Mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie können gezielt einzelne Ebenen definierter 
Schichtdicke von Objekten aufgenommen werden. Zudem ist eine effiziente Trennung 
unterschiedlicher Fluorochrome möglich, da mittels der Laserkennlinien spezifisch die Wellenlängen 
der Fluorochrom-Exzitationsmaxima angeregt werden. Zudem werden spezifisch die 
Emissionsmaxima der Fluorochrome erfasst. Für die Darstellung von Präparaten, in denen bis zu vier 
unterschiedliche Strukturen gefärbt wurden, wurden die einzelenden Fluorochrome sukzessiv am LSM 
Meta 510-Mikroskop (Carl Zeiss, Göttingen) mit dem „Multitrack-Verfahren“ der Software „LSM 
Browser 5“ aufgenommen. Verwendet wurde ein „EC Plan-Neofluar“-Objektiv, das eine 40fache 
Vergrößerung liefert sowie eine nummerische Apertur von 1,3 besitzt. Durch eine vorherige Messung 
der Fluorochromspektren im „Lambda-Modus“ wurde gewährleistet, dass unter den gewählten 
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Tab. 2.9: Spezifikationen zur konfokalen Mikroskopie verschiedener Fluorochrome 
Fluorochrom Exzitation (nm) Emission (nm) Laser Kennlinie 
DAPI-DNA 359 461 
Enterprise Ar-UV-Laser 351 364 nm  
80 mW (Coherent, Dieburg) 
364 
ECFP 434 474 
Multiline Ar-Laser 458 477 488 514 nm  
30 mW (Lasos, Ebersberg) 
458 
Cy2 489 503 
Multiline Ar-Laser 458 477 488 514 nm  
30 mW (Lasos,Ebersberg) 
488 
EGFP 489 509 
Multiline Ar-Laser 458 477 488 514 nm  
30 mW (Lasos, Ebersberg) 
488 
Alexa488 493 520 
Multiline Ar-Laser 458 477 488 514 nm  
30 mW (Lasos, Ebersberg) 
488 
EYFP 500 535 
Multiline Ar-Laser 458 477 488 514 nm  
30 mW (Lasos, Ebersberg) 
488 
Cy3 549 562 HeNe 543 nm 1 mW (Lasos, Ebersberg) 543 
Alexa568 576 603 HeNe 543 nm 1 mW (Lasos, Ebersberg) 543 
Cy5 646 664 HeNe  633 nm 5 mW (Lasos, Ebersberg) 633 
Alexa647 653 669 HeNe  633 nm 5 mW (Lasos, Ebersberg) 633 
 
Zur Quantifizierung der Fluoreszenzsignale wurden die konfokalen Aufnahmen mit dem frei 
erhältlichen Programm ImageJ (Wayne Rasband, NIH, Bethesda, USA) ausgewertet. Die Aufnahmen 
wurden Hintergrund bereinigt, Areale markiert und vermessen. Die gemessen Fluoreszenzwerte 
wurden mittels Excel-Tabellenkalkulation (Microsoft, Redmond, USA) statistisch ausgewertet. 
 
2.4.11 Untersuchung des Anheftungs- und Ausbreitungsverhaltens von Zellen 
 
Die Geschwindigkeit des Ausbreitens der Zellen wurde in einem „Spreading“-Experiment untersucht. 
Im Falle primärer Hühnerfibroblasten wurden 1x 105 Zellen pro Collagen beschichten Deckgläschen 
ausgesät. Nach 30 minütiger Inkubation unter Kultivierungsbedingungen wurden die Zellen dreimal 
mit 1x PBS gewaschen, mit Paraformaldehyd gefärbt und mit Phalloidin-TRITC das Aktin-Cytoskelett 
gefärbt. Für die Auswertung des „spreading“-Experimentes wurden die Zellen anhand 
morphologischer Unterschiede in zwei Kategorien unterteilt: Flache, weit ausgebreitete Zellen mit 
einer Vielzahl an Aktin-Filamenten (1) und runde, kompakte Zellen ohne erkennbare Aktin-Filamente 
bzw. bestenfalls rudimentären kurzen Ausläufern (2). 
 
2.4.12 Chemotaxis von Zellen durch Filtereinsätze 
 
Für die Analyse der Zellmigration wurde die chemotaktische Bewegung von Zellen genutzt. Die 
Wanderung der Zellen wurde anhand von Filtern ermittelt, die mit 8 µm großen Poren versehen sind. 
Durch diese transparenten Filter erfolgte die Migration der Zellen entlang eines Nährstoffgradienten.  
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Zu analysierende Hühnerfibroblasten wurden über Nacht in serumarmem Medium gehalten. 
Anschließend wurden die Zellen geerntet und mit einer Zellzahl von 1x 105 in die Zellkultur-
Filtereinsätze in serumarmen Medium ausgesät. Die Filtereinsätze wurden anschließend in 12well-
Platten überführt, in denen sich pro well 1 ml DMEM-Medium mit 20%-FCS befand. Die Migration 
von Hühnerfibroblasten wurde über sechs Stunden verfolgt. Anschließend wurden die Zellen mit 4% 
Paraformaldehyd fixiert, permeabilisiert und die DNA per DAPI gefärbt. Zur Bestimmung der Anzahl 
migrierter Zellen wurden Sichtfelder oberhalb und unterhalb der Filtereinsätze konfokal aufgenommen 
und statistisch ausgewertet. 
DMEM –FCS + 0,5% CEE 
DMEM + 20% FCS + 1% CEE  
 
2.4.13 Stimulation kultivierter Neurone mit N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) 
 
Zur Stimulation excitatorischer Synapsen wurden dissoziierte, hippocampale Ratten-Neurone (zur 
Verfügung gestellt von Nina Wittenmayer (Universität Heidelberg)) mit N-Methyl-D-Aspartat 
(NMDA, Sigma) behandelt. Hierfür wurden Neurone in Tyrods-Lösung überführt und für 30 Minuten 
mit 10 µM NMDA bei 37°C inkubiert. Umgehend nach der NMDA-Inkubation wurden die Neurone 
mit PFA fixiert und mit Profilin-spezifischen Antikörpern gefärbt. 
Tyrods-Lösung: 119 mM NaCl, 5 mM KCl, 25 mM HEPES, 33 mM Glukose, 2 mM MgCl2, 2mM CaCl2, 2 mM Glycin 
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3 Ergebnisse 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die funktionelle Diversität der Profilin-Isoformen 1 und 2a, die im 
zentralen Nervensystem von Mammalia co-exprimiert werden, analysiert. Zwar wurden bereits 
verschiedene Arbeiten anderer Forschergruppen zu dieser Thematik durchgeführt, jedoch wurden in den 
meisten Studien die Profiline 1 und 2a meist getrennt voneinander analysiert. Bisherige Untersuchungen 
der neuronalen Profilin-Isoform 2a führten zu verschiedenen Hypothesen zur zellulären Funktion. Einige 
Befunde, die durch Analysen von Profilin 2a defizienten Mäusen erzielt wurden, deuten auf eine 
maßgebliche Funktion in der Regulation von Endocytose und Exocytose in Neuronen hin (Gareus et al., 
2006; Pilo-Boyl et al., 2007). Andere Arbeitsgruppen kamen anhand von Überexpressionsexperimenten 
sowie Lokalisationsstudien zu Resultaten, die auf eine Rolle von Profilin 2a in der strukturellen Plastizität 
von Synapsen schließen lassen (Ackermann & Matus, 2003; Lamprecht et al., 2006). Welche dieser 
Funktionen für Profilin 2a (PFN2a) zutreffend ist, und wie die ubiquitär exprimierte Isoform Profilin 1 
(PFN1) in neuronale Prozesse involviert ist, wurde in dieser Arbeit untersucht. Dies erfolgte anhand von 
Co-Lokalisationsstudien und funktioneller Analysen auf Basis der RNA-Interferenz (RNAi). Für diese 
Analysen war es zunächst erforderlich, Profilin-Isoform-spezifische Antikörper herzustellen. 
  
3.1 Generierung Profilin-Isoform spezifischer Antikörper 
 
Im Gegensatz zu pflanzlichen Profilinen, die eine große Gruppe an Allergenen darstellen, sind Mammalia-
Profiline nur sehr bedingt immunogen (Radauer & Breiteneder, 2007). Dies mag ein Grund dafür sein, 
weshalb bis zu dieser Arbeit nur in zwei Studien eine erfolgreiche Generierung von monoklonalen Profilin 
Antikörpern beschrieben worden ist (Mayboroda et al., 1997; Sharma et al., 2005). Aufgrund hoher 
Sequenzhomologien zwischen den einzelnen Profilin-Isoformen eines Organismus besteht bei Profilin-
Antikörpern zusätzlich das Problem der Kreuzreaktion. Um die selektive Erkennung einer Profilin-
Isoform zu ermöglichen, kann zumindest bei polyklonalen Antiseren eine Affinitätsreinigung 
vorgenommen werden, bei der unerwünschte Antikörper eliminiert werden. 
 
3.1.1. Affinitätsreinigung des anti-Profilin 2a-Serums # 361 
 
Vor Beginn dieser Arbeit war in unserer Arbeitsgruppe bereits das Antiserum #361 verfügbar, das durch 
die Immunisierung mit einem C-terminalen Peptid des murinen Profilin 2a (mPFN2a) hergestellt wurde. 
Obwohl das Peptid nur wenige Aminosäuren mit dem C-Terminus von Maus-Profilin 1 (mPFN1) gemein 
hat, zeigt dieses Antiserum eine Kreuzreaktion mit PFN1.  
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Die Anwesenheit von PFN1-spezifischen Antikörpern ist wahrscheinlich auf einer während der 
Immunisierung eingetretenen Auto-Immunreaktion zurückzuführen. Zur Entfernung PFN1-spezifischer 
Antikörper wurde das Antiserum #361 mit immobilisiertem mPFN1 affinitätsgereinigt. Vor sowie nach 
Auftrag auf die mPFN1-Säule wurde das Antiserum in einem ELISA-Experiment getestet, in dem je 50 
pmol gereinigtes mPFN1 und mPFN2a als Test-Antigene eingesetzt wurden (Abb.3.1). Als Kontrolle 
wurde ein mPFN1-spezifisches Antiserum verwendet, das allerdings nicht mehr für 
fluoreszenzmikroskopische Studien geeignet ist (Buss et al., 1992). 
 
    
Abb. 3.1: Spezifität des Antiserums #361 nach Affinitätsreinigung mit Profilin 1  
Das Antiserum #361 wurde mit immobilisiertem mPFN1 einer Affinitätsreinigung unterzogen. Die Reaktivität des 
Antiserums wurde vor (#361) und nach  Affinitätsreinigung (#361 aff.) im ELISA mit 50 pmol mPFN1 (A) und 50 
pmol mPFN2a (B) getestet. Als Kontrolle wurde das mPFN1-spezifische Buss-Antiserum eingesetzt.  
 
Abbildung 3.1 zeigt, dass das Antiserum #361 nach der Affinitätsreinigung keine signifikante 
Kreuzreaktion mit mPFN1 mehr besitzt, während die Affinität zu mPFN2a durch die Affinitätsreinigung 
nicht beeinträchtigt wurde. In Kapitel 3.4.2 ist die Spezifität dieses Antiserums für PFN2a in Western 
Blot-Analysen dargestellt. Fluoreszenzfärbungen von endogenem PFN2a sind mit diesem Serum 
prinzipiell möglich, jedoch ist die erreichbare Signalstärke speziell für die Darstellung feiner Strukturen in 
Neuronen kaum ausreichend. Daher wurden PFN2a-spezifische monoklonale Antikörper generiert, die in 
fluoreszenzmikroskopischen Anwendungen hohe Signalstärke liefern sollten. 
 
3.1.2  Charakterisierung des monoklonalen anti-Profilin 2a Antikörpers 4H5 
 
Mit gereinigtem genuinen Rinder-Profilin 2a wurden von Sabine Buchmeier (TU-Braunschweig) Mäuse 
immunisiert und anschließend erzeugte Hybridoma-Zellen hinsichtlich der Produktion mPFN2a 
spezifischer Antikörper in ELISA-Experimenten selektiert. Dieser Versuchsansatz ergab eine Vielzahl von 
Hybridoma-Klonen, deren Antikörper nur das neuronale PFN2a im ELISA binden konnten.  
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Für eine weiterführende Charakterisierung wurde die Affinität der Antikörper zu nativem sowie 
denaturiertem PFN1 und PFN2a bestimmt. Als native Antigene dienten in einem Dot Blot neben BSA 
rekombinantes mPFN1 und mPFN2a. Im Western Blot wurde unter Verwendung von rekombinantem 





Abb. 3.2: Spezifität des monoklonalen anti-Profilin 2a-Antikörpers 4H5  
Im Dot Blot wurden 25 pmol bzw. 50 pmol natives mPFN1 und mPFN2a sowie 25 pmol BSA auf eine 
Nitrocellulose-Membran aufgetragen (A). Die Spezifität des Antikörpers 4H5 wurde im Western Blot mit 
rekombinantem mPFN1, mPFN2a sowie Maushirn-Extrakt untersucht (B). Die Entwicklung von Dot Blot und 
Western Blot erfolgte nach einem Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten anti-Maus Sekundärantikörper per 
Chemolumineszenz (ECL). Der Antikörper 4H5 erkennt einzig PFN2a. 
 
Unter den verschiedenen Antikörpern erkannte einzig der IgG1-Antikörper 4H5 sowohl natives als auch 
denaturiertes mPFN2a (Abb. 3.2 A, B). Im Fall des rekombinanten PFN2a trat neben der 15 kDa PFN2a-
Bande bei 32 kDa ein zusätzliches sehr schwaches Signal auf, das vermutlich auf eine geringe Menge an 
PFN2a-Dimeren zurückgeht. In keinem Experiment konnte eine Kreuzreaktion des Antikörpers 4H5 mit 
mPFN1 beobachtet werden. Neben rekombinanten Proteinen erkennt der Antikörper 4H5 auch genuines 
mPFN2a. Allerdings scheint der Antikörper 4H5 mit geringerer Affinität denaturiertes mPFN2a zu 
binden. Die Spezifität dieses Antikörpers einzig für das neuronale PFN2a wurde zusätzlich durch die 
Kartierung des Epitops, die spezifische Färbung ektopisch mPFN2a exprimierender Zellen sowie die in 
Kapitel 3.3.2 dargestellten RNAi-Experimente bestätigt. Durch die Nutzung einer „Pepscan“-Membran, 
auf die überlappende Oligopeptide sowohl von mPFN1 als auch mPFN2a synthetisiert worden waren, 
konnte in Zusammenarbeit mit Sabine Buchmeier (TU Braunschweig) das Epitop des Antikörpers 4H5 
kartiert werden (Abb. 3.3). Es handelt sich bei dem Epitop um die Aminosäure-Sequenz „KKAYSMAK“, 
die sich oberflächenexponiert in der C-terminalen α-Helix des PFN2a-Moleküls befindet und laut 
Datenbankanalysen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) nur in PFN2a vorkommt (Abb. 3.3). 
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Abb. 3.3: Epitopkartierung des anti-PFN2a Antikörpers 4H5 
Mittels einer Membran mit überlappenden synthetischen Peptiden von mPFN1 und mPFN2a wurde die Sequenz 
„KKAYSMAK“ als Epitop des Antikörpers 4H5 ermittelt. Der Nachweis des gebundenen Antikörpers erfolgte über 
Alkalische Phosphatase-gekoppelte Sekundärantikörper (links). Die Oberflächenstruktur des mPFN2a zeigt die 
exponierte Lage des Epitops (rechts, blau hervorgehoben). Für die Modellierung der mPFN2a-Oberflächenstruktur 
wurde das Programm PyMol eingesetzt (Kursula et al., 2008). 
 
Die Verwendbarkeit in immuncytochemische Anwendungen sowie die Isoform-Spezifität des Antikörpers 
4H5 wird durch die Immunfluoresenz-Färbung von ektopisch mPFN2a exprimierenden C2C12-
Myoblasten demonstriert (Abb. 3.4). Hierfür wurden C2C12-Zellen transient mit GFP-mPFN2a 




Abb. 3.4: Nachweis der Spezifität des anti-PFN2 Antikörpers 4H5 in Profilin 2a exprimierenden Zellen 
C2C12-Myoblasten wurden transient mit pEGFP-C2-mPFN2a transfiziert. Nach 36h wurden die Zellen fixiert und 
mPFN2a mit dem Antikörper 4H5 und einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper gefärbt (Balken 10 µm).  
 
Nur GFP-PFN2a exprimierende C2C12-Zellen zeigten eine intensive Färbung mit dem Antikörper 4H5. 
Mit diesen Ergebnissen wurde deutlich, dass mit dem Antikörper 4H5 ein geeignetes Werkzeug zur 
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3.1.3 Charakterisierung des monoklonalen Profilin 1 Antikörpers 2C5 
 
Zu Beginn dieser Arbeit stand für Analysen von PFN1 in unserer Arbeitsgruppe nur der monoklonale 
Antikörper 2H11 zur Verfügung, der jedoch kein mPFN1 erkennt (Mayboroda et al., 1997). Insbesondere 
für die Untersuchung der differenziellen Funktionalität von PFN1 und PFN2a im ZNS von Maus und 
Ratte war es daher erforderlich, mPFN1-spezifische Antikörper zu generieren. Zur Immunisierung wurde 
kein gereinigtes mPFN1 als Antigen eingesetzt, da aufgrund dessen Auto-Antigenizität eine schwache 
Immunantwort zu erwarten gewesen wäre. Stattdessen wurden künstliche polyhedrale Nanopartikel, die 
über Oberflächen exponierte mPFN1-Peptidsequenzen verfügen, zur Immunisierung von Mäusen 
eingesetzt (Abb. 3.5, zur Verfügung gestellt von PD Dr. Cora-AnnSchönenberger, Universität Basel; 
Raman et al., 2006, Schroeder et al., 2008 Manuscript submitted). Die durch die Nanopartikel 
präsentierten mPFN1-Sequenzen basieren auf dem korrespondierenden Epitop des Rinder-Profilin 1-
spezifischen Antikörpers 2H11, der in einer Vielzahl verschiedener Anwendungen einsetzbar ist 
(Mayboroda et al., 1997). Insgesamt konnten zwei monoklonale Antikörper vom Typ IgG1, 2C5 und 
1A11, generiert werden, die hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit charakterisiert wurden. Die 
Charakterisierung des Antikörpers 1A11 ist aufgrund seiner Verwendung in Experimenten mit 
Hühnerfibroblasten in Kapitel 3.4.2 dargestellt. 
 
 
Abb. 3.5: Struktureller Aufbau der polyhedralen 
Nanopartikel  
Strukturmodell eines zur Immunisierung verwendeten 
Nanopartikels. Die mPFN1-spezifischen Peptide sind in 
rot hervorgehoben; in blau und grün sind die „coiled-
coiled“ angeordneten helikalen Bestandteile des 
Nanopartikel-Gerüstes dargestellt (Schroeder et al., 
2008, manuscript submitted).  
 
 
Die Reaktivität des Antikörpers 2C5 wurde zunächst im Western Blot getestet, in dem rekombinantes 
mPFN1 und mPFN2a sowie muriner Milz-Extrakt eingesetzt wurde. Im Gegensatz zum PFN2a-
spezifischen Antikörper 4H5 verfügt der Antikörper 2C5 über die Fähigkeit, denaturiertes PFN1 mit hoher 
Affinität zu binden (Abb. 3.6). In Zusammenarbeit mit Sabine Buchmeier (TU-Braunschweig) wurde die 
Spezifität des Antikörpers durch eine Epitop-Kartierung mittels „Pepscan-Membran“ bestätigt. Als Epitop 
wurde die Sequenz „NAYIDSLM“ des eingesetzten mPFN1-Peptids erkannt.  
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Abb. 3.6: Darstellung der Spezifität des Antikörpers 2C5 
Die Spezifität des Antikörpers 2C5 wurde im Western Blot mit rekombinantem mPFN1 und mPFN2a sowie 
murinem Milzextrakt untersucht. Der Antikörper 2C5 bindet ausschließlich PFN1. Das Epitop des Antikörpers 
wurde mittels der in Abb. 3.3 gezeigten Membran mit synthetischen Profilin-Peptiden bestimmt. Der Antikörper 2C5 
bindet die Aminosäure-Sequenz „NAYIDSLM“. Diese Aminosäure-Sequenz ist divergent zwischen mPFN1 und 
mPFN2a (Sequenzunterschiede sind in rot hervorgehoben) und im Profilin-Molekül oberflächenexponiert (im 
Strukturmodell von PFN1 blau markiert). 
 
Um die Verwendbarkeit des Antikörpers 2C5 in Co-Lokalisationsstudien zu untersuchen, wurden C2C12-
Myoblasten, die einzig endogenes mPFN1 exprimieren, ausgesät, fixiert und mit dem Antikörper 2C5 
sowie mit Phalloidin-FITC gefärbt. Die Auswertung dieser Zellen erfolgte mittels konfokaler „Laser 




Abb. 3.7: Fluoreszenzfärbung von endogenem Profilin 1 durch den Antikörper 2C5 in C2C12-Myoblasten 
mPFN1 wurde in PFA-fixierten C2C12-Myoblasten mit dem Antikörper 2C5 und Cy3-gekoppelten anti-Maus-IgG 
Sekundärantikörpern gefärbt. Zusätzlich wurden Aktin-Filamente mit Phalloidin-FITC markiert. Die 
Fluoreszenzfärbungen wurden konfokal aufgenommen (Balken: 10 µm).  
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Mit dem Antikörpers 2C5 lässt sich endogenes mPFN1 mit hoher Signalintensität anfärben. Die durch den 
Antikörper 2C5 dargestellten Strukturen stimmen mit den Lokalisationsstudien von PFN1 in 
Rattenfibroblasten überein (Buss et al., 1992): PFN1 weist im Cytoplasma eine punktiert erscheinende 
Verteilung auf, wobei PFN1 in der Führungslamelle der Zellen angereichert ist. In C2C12-Zellen ist mit 
dem Antikörper 2C5 auch PFN1 in den Zellkernen nachweisbar. Allerdings ist die Konzentration an PFN1 
im Zellkern deutlich geringer als im Cytoplasma.  
Diese Kombination an Analysen zeigt, dass mit dem Antikörper 2C5 eine spezifische Darstellung von 
PFN1 in Zellen und biochemischen Anwendung möglich ist. Entsprechend wurde der Antikörper 2C5 
neben dem anti-PFN2a-Antikörper 4H5 in Immunfluoreszenzstudien eingesetzt.  
 
3.2 Lokalisation von Profilin 1 und Profilin 2a in neuronalen Zellen 
 
Wie bereits erwähnt, wurden bisher PFN1 und PFN2a in neuronalen Zellen meist getrennt voneinander 
betrachtet (Neuhoff et al., 2005; Schubert et al., 2006; Pilo-Boyl et al., 2007). Da beide Profilin-Isoformen 
mit einer Vielzahl identischer Liganden interagieren können, stellt sich die Frage, ob sie beide auch in 
denselben Strukturen neuronaler Zellen lokalisiert sind. Mit Hilfe der in dieser Arbeit charakterisierten 
Profilin-Antikörper war es möglich, der potenziell unterschiedlichen Lokalisation von PFN1 und PFN2a 
in Co-Lokalisations-Experimenten nachzugehen. 
 
3.2.1 Doppelfärbung monoklonaler Antikörper per Zenon-Technologie 
 
Aufgrund der innerhalb einer Spezies konservierten Bereiche von Immunglobulinen ist die Darstellung 
beider Profiline mit den monoklonalen Antikörpern 2C5 und 4H5 über immuncytochemische 
Standardmethoden nicht möglich. Alternativ zu der herkömmlichen indirekten Immunfluoreszenzfärbung, 
bei der mehrere Sekundärantikörper simultan Antigen gebundene Primärantikörper in den Zellen binden, 
können verschiedene monoklonale Primärantikörper sukzessiv markiert und mit den zu färbenden 
Strukturen in Kontakt gebracht werden. Entscheidend ist hierbei eine räumlich getrennte 
Fluorochromierung der jeweiligen Primärantikörper, ohne dass diese ihre Bindungseigenschaften 
verlieren. Eine Möglichkeit, Primärantikörper in Reaktionsgefäßen zu fluorochromieren, ist die Zenon-
Technologie (Invitrogen). Diese Technik bedient sich fluorochromierter Fab-Fragmente, die mit hoher 
Affinität in kurzer Zeit auch ungereinigte Immunglobuline selektiv binden. Die derart in vitro markierten 
Antikörper können anschließend zu fixierten und permeabilisierten Zellen gegeben werden.  
In dieser Arbeit wurde für die Darstellung von PFN1 und PFN2a eine Kombination aus herkömmlicher 
indirekter Immunfluoreszenzfärbung und der Zenon-Technologie verwendet.  
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Diese Vorgehensweise birgt theoretisch zwei Fehlerquellen: Einerseits könnten die Zenon-Fab-Fragmente 
langsam zwischen den Primärantikörpern translozieren, während andererseits eine Rekrutierung der Zenon 
markierten Primärantikörper durch die Paratope der in den Zellen gebunden vorliegenden 
Sekundärantikörper stattfinden könnte.  
Die Translokation der Zenon-Fab-Fragmente kann in Übereinstimmung mit den Herstellerangaben 
effektiv durch eine zusätzliche Fixierung mit Paraformaldehyd unterbunden werden. Um im Vorfeld den 
Grad einer unspezifischen Rekrutierung von Zenon-markierten Antikörpern zu untersuchen, wurden 
C2C12-Zellen ausgesät, fixiert und Proteine gefärbt, die in unterschiedlichen Kompartimenten 
vorkommen. Hierfür wurde das mitochondriale „heat shock protein 70“ (mHSP70) und das „heterogenous 
nuclear ribonucleoprotein (hnRNP)“ Raver1ausgewählt. Bei mHSP70 handelt es sich um ein Chaperon, 
das einzig in den Mitochondrien zu finden ist (Syken et al., 1999). Raver1 ist als hnRNP-Protein 
beschrieben, das in Abhängigkeit der Muskeldifferenzierung seine Lokalisation vom Nucleus in 
Strukturen des Sarkomers ändert. In undifferenzierten Myoblasten wie den hier verwendeten C2C12-
Zellen lokalisiert Raver1 überwiegend im Zellkern (Zieseniss et al., 2007). mHSP70 wurde indirekt über 
einen monoklonalen Primär-Antikörper und einen Cy3-gekoppelten anti-Maus Sekundärantikörper 
gefärbt. Anschließend erfolgte die Zugabe des anti-Raver1 Antikörpers 5G6 zu den Zellen, der mittels 
Alexa488-konjugierter Zenon-Fab-Fragmente zuvor markiert wurde. 
 
 
Abb. 3.8: Doppelfärbung von Raver1 und mHSP70 in C2C12-Myoblasten mittels monoklonaler Antikörper  
mHSP70 wurde in C2C12-Myoblasten indirekt mit Primärantikörpern und Cy3-gekoppelten anti-Maus 
Sekundärantikörpern gefärbt. Anschließend wurde Raver1 über den monoklonalen Antikörper 5G6 gefärbt, der in 
vitro mit Alexa488-gekoppelten Zenon-Fab-Fragmenten markiert wurde. Die gefärbten Zellen wurden konfokal 
aufgenommen (Balken: 5 µm). Raver1-positive „perinucleolar compartments (PNC)“ sind durch Pfeilspitzen 
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hervorgehoben. 
Durch dieses Verfahren konnten mHSP70 und Raver1 in C2C12-Zellen in den Mitochondrien bzw. im 
Zellkern nachgewiesen werden. Die Spezifität der Raver1-Färbung mittels der Zenon-Technologie wird 
durch die Färbung sogenannter „perinucleolar compartments (PNC)“ im Zellkern hervorgehoben (Abb. 
3.8, Pfeilspitzen). Hochauflösende konfokale Fluoreszenzmikroskopie zeigte darüberhinaus, dass Raver1 
auch perinuclear im Cytoplasma lokalisiert (untere Bildreihe Abb. 3.8). Eine Überlagerung der Raver1 
und mHSP70-Färbungen verdeutlicht, dass keine Rekrutierung des Zenon markierten anti-Raver1-
Antikörpers 5G6 durch den in den Mitochondrien mHSP70 vorliegenden anti-Maus Sekundärantikörper 
stattfand.  
Diese Färbungen zeigen eindeutig, dass die Darstellung zellulärer Strukturen mit mehreren monoklonalen 
Primärantikörpern prinzipiell möglich ist. Folglich konnten PFN1 und PFN2a mit Hilfe der vorgestellten 
monoklonalen Antikörper 2C5 und 4H5 in neuronalen Zellen gleichzeitig untersucht werden. Zu Beginn 
wurde die Lokalisation der Profilin-Isoformen mit besonderem Augenmerk auf synaptische Strukturen 
untersucht. 
 
3.2.2 Lokalisation der Profilin-Isoformen 1 und 2a in Synapsen 
 
Zur Analyse einer möglichen differenziellen Lokalisation von PFN1 und PFN2a wurden dissoziierte 
Hippocampus-Neuronen aus der Maus verwendet, die 14 Tage (DIV14) kultiviert wurden (zur Verfügung 
gestellt von Kristin Michaelsen (TU Braunschweig)). Als Marker-Proteine sämtlicher Präsynapsen wurden 
die Synapsine 1 und 2 ausgewählt. Diese Proteine, die in den präsynaptischen Kompartimenten 
lokalisieren, wurden in den fixierten hippocampalen Neuronen jeweils in Kombination mit einer Profilin-
Isoform gefärbt (Abb. 3.9 A, B). Für den direkten Nachweis einer möglichen differenziellen Lokalisation 
der Profiline wurden die Antikörper 2C5 und 4H5 gleichzeitig mit dem Synapsin-Antiserum in einer 
Tripelfärbung eingesetzt (Abb. 3.9 C, D): Die Antigen gebundenen PFN2a- sowie die Synapsin- 
Antikörper wurden in den Zellen durch Cy3- bzw. Cy5-gekoppelte Sekundärantikörpern gefärbt. 
Anschließend wurde der PFN1-Antikörper 2C5 mittels Alexa488-gekoppelter Zenon-Fab-Fragmente 
markiert und zu den Neuronen gegeben. Anhand konfokaler Aufnahmen ist zu erkennen, dass PFN1 
neben einigen punktartigen Anreicherungen homogen in den Neuriten verteilt ist. Diese PFN1-
Anreicherungen co-lokalisieren eher vereinzelt mit synaptischen Strukturen (Abb. 3.9 A, Pfeile). 
Hingegen ist PFN2a in einer Vielzahl distinkter Strukturen in den Neuriten zu finden, die überaus häufig 
mit Synapsin positiven Regionen co-lokalisieren (Abb. 3.9 B-D, Pfeile in D). Somit konnte durch die 
gleichzeitige Verwendung zweier hochspezifischer Profilin-Antikörper erstmals eine differenzielle 
Lokalisation von PFN1 und PFN2a in Synapsen nachgewiesen werden. Da es sich bei den gefärbten 
Synapsinen um Proteine der präsynaptischen Kompartimente handelt, wurde anschließend untersucht, 
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inwiefern die beiden Profilin-Isoformen in postsynaptischen Strukturen lokalisieren. 
 
Abb. 3.9: Darstellung von Profilin 1 und 2a in Synapsen 
PFN1 und PFN2a wurden mit den Antikörpern 2C5 und 4H5 (rot) jeweils in Kombination mit Synapsin 1 und 2 
(grün) gefärbt (A, B). In den Ansätzen C und D ist eine Tripelfärbung von PFN1 (grün), PFN2a (rot) und Synapsin 1 
und 2 (blau) dargestellt. Der PFN2a-spezifische Antikörper 4H5 wurde mit Cy3-gekoppelten anti-Maus-IgG-
Sekundär-Antikörpern markiert, während das Synapsin 1 und 2-spezifische Antiserum durch Cy5-konjugierte anti-
Kaninchen-IgG-Sekundärantikörper gefärbt wurde. Die Darstellung von PFN1 erfolgte mittels des Antikörpers 2C5, 
an den zuvor Alexa488-konjugierten Zenon-Fragmenten gebunden wurden. Die Aufnahmen wurden konfokal erstellt 
(Balken 10 µm). Zu beachten ist, dass sich in Ansatz C die optische Ebene unterhalb des Zellkerns befindet.  
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3.2.3 Co-Lokalisation von Profilin 1 und 2a mit Gephyrin 
 
Das Gerüstprotein Gephyrin, das Glycin- und GABA-Rezeptoren zu Clustern organisiert, wird in vitro mit 
nahezu gleicher Affinität von PFN1 und PFN2a gebunden (Giesemann et al., 2003). Ergänzend zu diesen 
biochemischen Interaktionsstudien sollte mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden, ob eine 
Profilin-Isoform in den Dendriten bevorzugt mit synaptischen und/oder extra-synaptischen Gephyrin-
Clustern co-lokalisiert.  
Analog zum gleichzeitigen Nachweis beider Profiline wurden Gephyrin und jeweils eine Profilin-Isoform 
in Neuronen (DIV14) mit monoklonalen Antikörpern markiert. Für die Färbung von Gephyrin wurde der 
monoklonale Antikörper 3B11 verwendet, der in immuncytochemischen Anwendungen hohe 
Signalstärken liefert (persönliche Mitteilung Sabine Buchmeier (TU Braunschweig)). Die Färbung der 
Profiline erfolgte mittels der Antikörper 2C5 und 4H5, die in den fixierten Zellen über Cy3-gekoppelte 
anti-Maus Sekundärantikörper nachgewiesen wurden. Zur gleichzeitigen Darstellung von Gephyrin wurde 
der Antikörper 3B11 über Alexa488-konjugierte Zenon-Fragmente markiert und zu den bereits mit 
Profilin-Antikörpern behandelten Zellen gegeben (Abb. 3.10). 
Wie im Fall der Synapsin-Färbung co-lokalisiert PFN1 nur vereinzelt mit Gephyrin-Clustern (Abb. 3.10, 
Pfeile), während PFN2a überaus häufig in diesen Strukturen präsent ist (Abb. 3.10 B). Aufgrund der 
homogenen Verteilung des PFN1 sowie der eindeutigen Anreicherung von PFN2a in Gephyrin-Clustern 
wurde auf eine Färbung beider Profiline zusammen mit Gephyrin verzichtet. 
Stattdessen wurde untersucht, ob PFN2a gemäß der gängigen Hypothesen zum Aufbau inhibitorischer 
Synapsen nur in synaptischen Gephyrin-Clustern lokalisiert oder auch in extra-synaptischen Gephyrin-
Aggregaten zu finden ist (Kneussel & Loebrich, 2007). Für die Unterscheidung von synaptischen und 
extra-synaptischen Gephyrin-Cluster wurden dissoziierte Neurone zusätzlich zur Darstellung von 
Gephyrin und PFN2a mit „vesicular GABA transporter (VGAT)“-spezifischen Antikörpern gefärbt (Abb. 
3.10, C, D). VGAT ist im Gegensatz zu Synapsinen nur in inhibitorischen Präsynapsen vorhanden 
(Chaudhry et al., 1998). Synaptische Gephyrin-Cluster können somit über eine Co-Lokalisation mit 
VGAT identifiziert werden. Wie bereits durch andere Arbeitsgruppen beschrieben, sind die größeren 
Gephyrin-Cluster in Synapsen lokalisiert, während sich kleinere Gephyrin-Aggregate meist außerhalb der 
Synapsen befinden (Maas et al., 2006). Speziell bei höherer Vergrößerung der Dendriten zeigte sich, dass 
PFN2a in hohem Maße in den größeren synaptischen Gephyrin-Clustern angereichert vorliegt (Abb. 3.10, 
D). Anhand dieser Aufnahmen ist außerdem zu erkennen, dass PFN2a in vielen Synapsen nahezu 
vollständig mit Gephyrin, aber nur partiell mit VGAT co-lokalisiert (Abb. 3.11 D, Pfeile). In den 
folgenden Experimenten wurde untersucht, ob PFN1 und PFN2a auch in „dendritic spines“, die die 
Mehrheit exzitatorischer Postsynapsen beinhalten, unterschiedlich lokalisieren. 
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Abb. 3.10: Co-Lokalisation von Profilin 2a mit synaptischen Gephyrin-Clustern 
In dissoziierten murinen Neuronen wurden PFN1 oder PFN2a mit den Antikörpern 2C5 bzw. 4H5 (rot) zusammen 
mit Gephyrin (grün), das über den monoklonalen Antikörper 3B11 nachgewiesen wurde, dargestellt. (A, B). Die 
Markierung der Profilin-Antikörper erfolgte über Cy3-gekoppelte anti-Maus-IgG-Sekundärantikörper. Der anti-
Gephyrin Antikörper 3B11 wurde mittels Alexa488-konjugierter Zenon-Fab-Fragmente markiert. Zur Darstellung 
synaptischer Gephyrin-Cluster wurde neben PFN2a (rot) und Gephyrin (grün) auch VGAT (blau) durch ein 
spezifisches Antiserum und Cy5-gekoppelte anti-Kaninchen-IgG-Sekundärantikörper gefärbt (C, D,). Die Analysen 
erfolgten per konfokaler Mikroskopie (Balken: 10µm). Pfeile weisen in Ansatz A auf vereinzelte PFN1-
Anreicherungen in Gephyrin-Clustern hin. In Ansatz D sind Synapsen mit überwiegend postsynaptisch lokalisiertem 
PFN2a durch Pfeile markiert. 
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3.2.4 Lokalisation von Profilin 1 und 2a in „dendritic spines“ 
 
Da insbesondere für exogenes GFP-fusioniertes PFN2a eine aktivitätsabhängige Translokation in 
„dendritic spines“ beschrieben worden ist (Ackermann & Matus, 2003), wurde in folgenden Experimenten 
mittels Antikörpern untersucht, ob auch die endogenen Profiline eine solche Lokalisationsänderung 
erfahren. Für die Untersuchung des endogenen PFN1 und PFN2a in „dendritic spines“ wurden kultivierte 
Ratten-Neurone eingesetzt, weil diese Zellen eine höhere Dichte von „dendritic spines“ (s. Einleitung) als 
kultivierte Maus-Neuronen aufweisen. Profiline von Ratte und Maus sind nahezu identisch (sieh Tab. 
3.3,). Bereits bei ersten Experimenten, in denen PFN1 und PFN2a in nicht stimulierten Ratten-Neuronen 




Abb. 3.11: Differenzielle Lokalisation von Profilin 1 und 2a in Neuriten 
In dissoziierten Ratten-Neuronen (DIV14) wurde PFN1 (rot) und PFN2a (grün) gefärbt und mittels konfokaler 
Mikroskopie analysiert (Balken: 10 µm). Die Darstellung von PFN1 erfolgte mithilfe des 2C5-Antikörpers und Cy3-
gekoppelter anti-Maus Sekundärantikörper. PFN2a wurde über den Antikörper 4H5 gefärbt, der zuvor mit Alexa488-
konjugierten Zenon-Fab-Fragmenten markiert wurde.  
 
PFN1 ist wie in murinen Neuronen überwiegend homogen in den Neuriten verteilt, während PFN2a in 
Form distinkter Strukturen die Neuriten dekoriert (Abb. 3.11, Pfeile). Diese Strukturen lassen eine 
Lokalisation von speziell endogenem PFN2a in „dendritic spines“ vermuten. Für einen direkten Nachweis 
von PFN1 und PFN2a in „dendritic spines“ war entweder eine Färbung mit Markern für excitatorischen 
Synapsen oder eine Visualisierung der gesamten Dendriten-Morphologie notwendig. Eine Färbung von 
Proteinen der excitatorischen PSD (s. Einleitung) in Kombination mit Profilin war nicht möglich, da die 
hierfür notwendige Methanol-Fixierung nicht mit den Profilin-Antikörpern kompatibel ist. Stattdessen 
wurde die Morphologie der „dendritic spines“ in hippocampalen Ratten-Neuronen mit Membran 
gebundenem, farnesylisiertem GFP (GFP-F) dargestellt und anschließend mit PFN1 bzw. PFN2a 
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spezifischen Antikörpern gefärbt. Um einen hohen Stichprobenumfang bei der Quantifizierung Profilin-
positiver „dendritic spines“ zu erreichen, wurden die Neurone von Nina Wittenmayer (Universität 
Heidelberg) mit dem Vektor FUGW(Syn)GFP-F über Lentiviren transfiziert. Aufgrund des Synapsin-
Promotors exprimierten nur Neurone, nicht die co-kultivierten Glia-Zellen GFP-F. Analog zu publizierten 
Überexpressionsexperimenten mit PFN2a-GFP wurde ein Teil der Kulturen mit NMDA stimuliert 
(Ackermann & Matus, 2003). Umgehend nach der Stimulierung wurden die Zellen fixiert und jeweils 
PFN1 oder PFN2a mit den Antikörpern 2C5 und 4H5 gefärbt. Die Anzahl Profilin-positiver „dendritic 






Abb. 3.12: Differenzielle Lokalisation von Profilin 1 und Profilin 2a in „dendritic spines“ 
Dissoziierte Neurone wurden nach vier Tagen in Kultur mit dem Konstrukt FUGW(Syn)GFP-F, das für das 
membranständige Reportergen GFP-F codiert, lentiviral transfiziert. Nach zehn weiteren Tagen in Kultur wurde die 
Hälfte der Ansätze mit 10 µM NMDA stimuliert, fixiert, und mit Antikörpern gegen PFN1 (A) oder PFN2a (B) 
gefärbt. In den repräsentativen Bildausschnitten sind durch die Überlagerung der Einzelaufnahmen gelb gefärbte und 
somit Profilin-positive „dendritic spines“ durch Pfeile markiert. Pfeilspitzen markieren Profilin-negative „dendritic 
spines“ (Balken: 5 µm). Anhand konfokaler Aufnahmen wurde in zwei unabhängigen Experimenten aus je 25 
Sichtfeldern (durchschnittliche Fläche: 120*120 µm) die Anzahl Profilin-positiver „dendritic spines“ ohne bzw. nach 
NMDA-Stimulation bestimmt (C, mindestens 1307 „dendritic spines“ pro Ansatz, statistische Auswertung mittels 
Student-Test (t-Test), p < 0,05).  
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Entgegen der Resultate von Ackermann & Matus (2003) konnte durch quantitative 
Fluoreszenzmikroskopie keine Akkumulation des endogenen Profilins in den Köpfen der „dendritic 
spines“ beobachtet werden, die den Gehalt des Profilins in den Dendriten übertraf. Daher wurden 
„dendritic spines“ als „Profilin-positiv“ gewertet, wenn diese in der Überlagerung der GFP-F- und 
Profilin-Kanäle eine deutliche Gelbfärbung aufwiesen.  
Ohne Stimulation der NMDA-Rezeptoren ist PFN1 in ca. 13% der „dendritic spines“ präsent. Erfolgte 
eine Inkubation mit 10 µM NMDA, so erhöhte sich die Anzahl PFN1-positiver „dendritic spines“ auf ca. 
17% (Abb. 3.12, C). Allerdings sind die durch die NMDA-Stimulation erhaltenen Unterschiede in der 
PFN1-Lokalisation statistisch nicht signifikant. Im Gegensatz zu PFN1 ist PFN2a bereits unter ruhenden 
Bedingungen in ca. 42% der „dendritic spines“ zu finden. Eine Stimulation der NMDA-Rezeptoren 
erhöhte den Anteil PFN2a-positiver „dendritic spines“ auf nahezu 50% (Abb. 3.12, C). Die statistische 
Auswertung ergab jedoch, dass auch in diesen Experimenten der Anstieg der PFN2a-Lokalisation in den 
„dendritic spines“ nicht signifikant ist. Mit den in dieser Arbeit vorgestellten Profilin-Antikörpern konnte 
somit erstmals die differenzielle Lokalisation von endogenem PFN1 und PFN2a in „dendritic spines“ 
nachgewiesen werden. Analog zu den Experimenten in inhibitorischen Synapsen wurde gezeigt, dass in 
Profilin-positiven „dendritic spines“ überwiegend PFN2a enthalten ist. Eine Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren war mit nur geringen Veränderungen in der Lokalisation von endogenem PFN1 und PFN2a 
verbunden. Da auch eine NMDA-Rezeptor-abhängige Akkumulation von exogenem PFN2a in den 
Zellkernen von Neuronen beschrieben worden ist (Birbach et al., 2006), wurde weiterhin untersucht, ob 
die endogenen Profilin-Isoformen abhängig von neuronaler Aktivität in Nuclei translozieren. 
 
3.2.5 Lokalisation von Profilin 1 und 2a in Nuclei hippocampaler Neurone 
 
Gemäß der Angaben von Birbach und Mitarbeitern (2006) wurden dissoziierte hippocampale Ratten-
Neurone nach 14 Tagen Kultivierung für 30 Minuten mit 10 µM NMDA inkubiert. Da die Translokation 
des exogenen Profilins als äußerst schnell und reversibel beschrieben ist, wurden die Zellen unmittelbar 
nach der NMDA-Behandlung mit Paraformaldehyd fixiert und für fluoreszenzmikroskopische Analysen 
mit den Antikörpern 2C5 und 4H5 sowie DAPI gefärbt (Abb. 3.13 A). Für eine vergleichende 
Quantifizierung des Profilin-Gehalts wurden die gefärbten Neurone konfokal mikroskopiert und 
anschließend die durchschnittliche Fluoreszenzintensität des Profilins im Kern und Cytosol gemessen. 
Diese Werte wurden ins Verhältnis gesetzt und in Form von Histogrammen dargestellt (Abb. 3.13, B und 
C).  

































Dissoziierte Neurone (DIV14) wurden mit 10 µM NMDA stimuliert und anschließend 
fixiert. Nachfolgend wurden die Zellen einer Tripelfärbung von PFN1, PFN2a und der 
im Zellkern enthaltenen DNA unterzogen und konfokal mikroskopiert (A, Balken: 10 
µm). In zwei unabhängigen Experimenten wurde durch quantitative 
Fluoreszenzmikroskopie die Menge an PFN1 und PFN2a im Zellkern und im Cytosol 
pro Neuron bestimmt und zueinander ins Verhältnis gesetzt (B: n=200, C: n = 229) 
  
PFN1 ist in den Zellkernen der Neurone wie bei den bereits zuvor untersuchten C2C12-Zellen in 
distinkten Strukturen vorhanden (vgl. Abb. 3.7). Allerdings scheint auch in Neuronen der Anteil von 
PFN1 im Zellkern geringer zu sein als im Cytoplasma (Abb. 3.13 A1).  
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Im Gegensatz zu PFN1 tendiert endogenes PFN2a unter nicht stimulierten Bedingungen zu einer 
homogenen Verteilung in den Zellkernen (Abb. 3.13 A2). Die Quantifizierung der Fluoreszenzsignale 
ergab, dass im Vergleich zu PFN1 PFN2a in höherem Maße in Zellkernen von Neuronen lokalisiert. 
Darüberhinaus wurde gezeigt, dass die PFN2a-Konzentrationen in Nuclei und Cytosol nahezu gleich sind 
(Abb. 3.13 C). Eine NMDA-Behandlung der Neuronen erbrachte praktisch keine Veränderungen des 
PFN1-Anteils in den Nuclei der Neurone (Abb. 3.13, B), während sich der Gehalt von PFN2a in den 
Zellkernen sich nur in geringem Maße erhöhte (Abb. 3.13, C). Analog zu der Profilin-Lokalisation in 
„dendritic spines“ konnten endogenes PFN1 und PFN2a bereits in den Zellkernen nicht-stimulierter 
Neurone nachgewiesen werden. Die Stimulation der NMDA-Rezeptoren hatte nur marginale 
Konsequenzen auf die Verteilung der endogenen Profiline.  
 
3.2.6 Expression und Lokalisation von Profilin 1 und 2a in Gliazellen 
 
In den angelegten Hippocampus-Kulturen der Ratte waren neben Neuronen auch stets Zellen co-kultiviert, 
die sich aufgrund der Morphologie deutlich von Neuronen unterschieden, die aber ebenfalls PFN 2a 
exprimierten und im Zellkern anreicherten. (Abb. 3.14, A). Aufgrund folgender Kriterien wurden sie als 
Gliazellen vom Typ Ependymzellen identifiziert: sie zeigten eine epitheliale Morphologie, in manchen 
Fällen verbunden mit der Ausprägung eines epithelialen, von Aktinfilamentbündeln gebildeten 
Adhäsionsgürtels, sie waren negativ für das glial fibrillar acidic protein GFAP (Färbung nicht gezeigt). 
Ependymzellen stellen einen sehr heterogenen Subtypus der Gliazellen dar. Sie bauen bauen im 
Organismus ein hochprismatisches Epithel auf, das als Blut-Hirn-Schranke die übrigen neuronalen Zellen 
abschirmt und hochspezifisch den Stoffaustausch zwischen den Geweben reguliert (Gabrion et al., 1998). 
Mit den verwendeten Antikörpern konnte PFN2a erstmals in einem Gliazelltyp nachgewiesen und gezeigt 
werden, dass hier diese Isoform hauptsächlich im Zellkern lokalisiert. Außerdem konnte in der 
Immunfluoreszenz PFN1 praktisch nicht nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Doppelfärbungen von 
PFN2a und F-Aktin weisen daraufhin, dass die nukläre Akkumulation von PFN2a praktisch nur in einer 
Population von Ependym-Zellen auftritt, die (noch) keinen ausgeprägten Adhäsionsgürtel besitzen (Abb. 
3.14, B, C). Ependym-Zellen mit einem vollends ausgebildeten Aktin-Adhäsionsgürtel enthielten nur sehr 
wenig PFN2a, das außerdem homogen im Cytosol verteilt ist (Abb. 3.14, D). Weiterführende Studien zu 
einer möglicherweise differenzierungsabhängigen PFN2a-Lokalisation in Ependym-Zellen waren nicht 
möglich, da für diese Zellen keine entsprechenden spezifischen Marker bekannt sind (Schnitzer et al., 
1981; Gabrion et al., 1998, Steiner et al., 2007).  
 
    Ergebnisse  67 
 
Abb. 3.14: Profilin 2a lokalisiert in Nuclei von Ependym-Zellen 
Konfokale Aufnahmen primärer Zellen, die aus Ratten-Hippocampi isoliert, kultiviert und mit dem PFN2a-
spezifischen Antikörper 4H5 (rot) und DAPI (blau) gefärbt wurden (A). PFN2a ist im Soma und Zellkern von 
Neuronen (Pfeilspitze) gleichmäßig verteilt, während PFN2a in Nuclei co-kultivierter Ependym-Zellen 
(Identifizierung siehe Text) konzentriert ist (Pfeile). Darstellung der Kernlokalisation von PFN2a (rot) in 
Abhängigkeit der Aktin-Organisation der Ependym-Zellen (B-D). Aktin-Filamente (grün) wurden unter Verwendung 
von Phalloidin-FITC gefärbt. Zu beachten ist, dass PFN2a in den Zellkernen von Ependym-Zellen akkumuliert, die 
keinen Adhäsionsgürtel aus Aktin-Filamenten besitzen (B, C). PFN2a wird in Ependym-Zellen mit vollends 
ausgebildetem Adhäsionsgürtel auf niedrigem Niveau exprimiert und lokalisiert nicht in den Zellkernen (D). 
Zellkerne der Ependym-Zellen sind in Abb. B-D durch Pfeile hervorgehoben (Balken: 10 µm). 
 
Der Nachweis der Expression von PFN2a in Ependym-Zellen warf jedoch die Frage auf, inwieweit die 
Profilin-Isoformen 1 und 2a auch in anderen Gliazell-Typen, wie Astrocyten und Oligodendrocyten 
exprimiert werden. Astrozyten sind Gliazellen, die im ZNS vielfältige Funktionen, wie z.B. die Regulation 
der Homöostasis, die Versorgung von Neuronen mit Nährstoffen, Synaptogenese und Modulation reifer 
Synapsen übernehmen und ebenfalls mit hippocampalen Neuronen co-kultivierbar sind.  
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Die Untersuchung von PFN1 und PFN2a in Astrocyten erfolgte anhand von Immunfluoreszenz-Färbungen 
mit den Profilin-spezifischen Antikörpern sowie einem Antiserum, durch das spezifisch das in Astrocyten 
exprimierte „glial fibrillary acific protein (GFAP) nachgewiesen wird (Abb. 3.15).  
 
 
Abb. 3.15: Darstellung von Profilin 1 und 2a in Astrocyten 
PFN1 (A, rot) und PFN2a (B, rot) wurden jeweils in Kombination mit dem Astrocyten-Marker GFAP (grün) gefärbt. 
Zusätzlich wurden die Zellkerne mittels DAPI (blau) angefärbt. Die Aufnahmen wurden unter Verwendung eines 
konfokalen Mikroskops erzielt (Balken: 10 µm). Die Pfeile markieren in beiden Bildreihen einen Astrocyten-
Zellkörper.  
 
Im Gegensatz zur differenziellen Lokalisation von PFN1 und PFN2a in Neuronen sind beide Profilin-
Isoformen in Astrocyten homogen verteilt.  
Als dritter Giliazelltyp des Rattenhippocampus wurden Oligodenrocyten analysiert. Diese Zellen 
modulieren im ZNS die saltatorische Erregungsleitung von Neuronen durch den Aufbau von 
Myelinscheiden. Die Identifizierung von Oligodendrocyten erfolgte durch die Färbung des 
Transkriptionsfaktor Olig2. Dieses Markerprotein wird bereits früh in Oligodendrocyten-Vorläuferzellen 
exprimiert und ist in allen Differenzierungsstadien der Oligodendrocyten im Zellkern lokalisiert (Zhou et 
al., 2000). Abb. 3.16 zeigt, dass beide Profilin Isoformen in Oligodendrocyten vorkommen. PFN1 
lokalisiert annähernd homogen entlang der Ausläufer, während PFN2a vorwiegend distinkt in Vesikel-
ähnlichen Strukturen im Zellkörper angereichert ist (Abb. 3.15).  
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Abb. 3.16: Profilin-Lokalisation in hippocampalen Oligodendrocyten 
PFN1(A, rot) oder PFN2a (B, rot) wurden jeweils in Kombination mit dem Oligodendrocyten-spezifischen Marker 
Olig2 (grün) gefärbt und konfokal mikroskopiert (Balken: 10 µm).  
 
Folgende Tabelle fasst die Ergebnisse der Profilin-Expression und –Lokalisation in den untersuchten 
Gliazellen zusammen:  
 
Tab. 3.1: Zusammenfassung der Analysen von Profilin 1 und Profilin 2a in Gliazellen 







Ependymzellen -  + 
abhängig von Wuchsform: 
ohne Adhäsionsgürtel: in Nuclei 









Akkumulation in Vesikel-ähnlichen 
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3.3 Analyse der funktionellen Diversität von Profilin 1 und 2a mittels eines  
„Knock down & Knock in“-Vektor-Systems 
 
Die in den fluoreszenzmikroskopischen Studien nachgewiesene differenzielle Lokalisation von PFN1 und 
PFN2a stützt die Hypothese einer funktionellen Diversität dieser Profilin-Isoformen in Neuronen. Daher 
sollten in dieser Arbeit weiterführende funktionelle Analysen in Neuronen durchgeführt werden, die auf 
der Inhibition der Genexpression von PFN1 und PFN2a per RNA-Interferenz (RNAi) basieren. Hierfür 
war es zunächst erforderlich ein für Neuronen geeignetes RNAi-System zu etablieren. 
 
3.3.1 Plasmid gestützte RNA-Interferenz von Profilin 1 und 2a 
 
Bei der RNA-Interferenz (RNAi) handelt es sich um einen epigenetischen Mechanismus, über den in fast 
allen Eukaryonten spezifisch die Expression einzelner Gene verhindert werden kann (Hannon, 2002). Die 
Basis dieses Mechanismus bilden kleine „small interfering RNAs (siRNAs)“, die durch die Enzyme 
Drosha und Dicer aus längeren Transkripten generiert werden (Meister & Tuschl, 2004). Die siRNAs 
werden anschließend in einen Nuclease-Komplex, den „RNA induced silencing complex (RISC)“ 
inkorporiert, über den spezifisch mRNAs degradiert werden (Filipowicz, 2005). 
Für die Inhibition der Genexpression in Mammalia werden häufig synthetische „small interfering RNAs“ 
(siRNAs) eingesetzt (Elbashir et al., 2001). Da sich die für die Degradation von mRNA verantwortliche 
RNAi-Maschinerie im Cytosol befindet, können diese synthetischen 21-23 nt langen RNA-Moleküle mit 
extrem hoher Transfektionseffizienz in kultivierte Zellen eingebracht werden (Gilmore et al., 2006). Von 
primären Neuronen ist allerdings bekannt, dass unter Umständen die Transfektion mit siRNAs ein 
erhöhtes Zellsterben zur Folge haben kann (Krichevsky & Kosik, 2002). Zudem ist es problematisch, über 
einen längeren Zeitraum transfizierte Zellen in vivo nachzuweisen.  
Alternativ können Plasmid-gestützte RNAi-Systeme verwendet werden, über die „short hairpin-RNAs“ 
(shRNAs) oder „microRNAs“ (miRNAs) in den Zellen produziert werden. Diese haarnadelähnlichen 
RNA-Moleküle werden in den transfizierten Zellen zu siRNAs prozessiert. Für die Analysen von Profilin 
in Neuronen wurde mit dem Vektor pRNAT U6.3/Hygro der Firma Genscript (Piscataway, New Jersey, 
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Abb. 3.17: Schema des Vektors pRNAT-U6.3/Hygro 
 In den RNAi-Vektor pRNAT-U6.3/Hygro können gen-
spezifische shRNA-Sequenzen inseriert werden, die über 
einen CMV-Enhancer (rosa) verstärkten U6-Promoter (blau) 
transkribiert werden. Dieser Vektor codiert für GFP (grün), 
das unter der Kontrolle eines CMV-Promoter (rot) steht. 
Stabil transfizierte Zellen können aufgrund eines 
Hygromycin-Resistenzgens (braun) selektiert werden. 
 
 
Der Vektor pRNAT U6.3 besitzt folgende Spezifikationen: Die Transkription von genspezifischen 
shRNAs erfolgt in diesem Vektor über einen humanen U6-Promotor, der zusätzlich durch einen CMV-
Enhancer verstärkt ist. Transfizierte Zellen können durch die Expression des Reportergens GFP 
identifiziert werden, das unter der Kontrolle eines CMV-Promotors steht. Zusätzlich können durch eine 
Hygromycin-Resistenz stabile Klone von Zelllinien generiert werden, in denen das Zielgen konstitutiv in 
seiner Expression gehemmt ist. Unter Verwendung von im Internet zugänglichen Algorithmen der Firmen 
Genscript, Sigma-Aldrich und Invitrogen wurden mPFN1 und mPFN2a-spezifische shRNA-Sequenzen 
ermittelt (Internetadressen im Anhang). Die in silico-Vorhersage ergab zwölf PFN1-spezifische shRNA-
Sequenzen. Für mPFN2a konnten 19 potenziell funktionelle shRNA-Sequenzen ermittelt werden. Diese 
shRNA-Sequenzen, die gegen verschiedene Bereiche der codierenden Region von mPFN1 oder mPFN2a 
gerichtet sind, wurden in Form synthetischer Oligonukleotide in den Vektor pRNAT U6.3/Hygro kloniert. 
Als Negativkontrolle wurde der Vektor pRNAT-U6.3 siFluc verwendet, durch den eine Luciferase-
spezifische shRNA produziert wird (Lewis et al., 2002). Zunächst galt es herauszufinden, ob die 
generierten RNAi-Konstrukte effektiv die Expression von PFN1 bzw. PFN2a inhibieren können. 
 
3.3.2 Identifikation funktioneller shRNA-Sequenzen für den Isoform-spezifischen  
Knock down von Profilin 1 und 2a 
 
Die effiziente Inhibition eines Zielgens per RNAi kann über die Analyse des Gehaltes an endogenem 
Transkript oder Protein ermittelt werden. Diese Analysen erfordern allerdings eine extrem hohe 
Transfektionsrate sowie die Kenntnis der Halbwertszeit des zu untersuchenden Proteins. Im Gegensatz zu 
synthetischer siRNA, die nur die Plasmamembran der Zelle zu überwinden braucht, ist eine nahezu 
vollständige nichtvirale Transfektion der meisten Mammalia-Zelltypen mit Plasmid-DNA kaum zu 
erreichen.  
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Zwar können prinzipiell über den in Kapitel 3.3.1 vorgestellten Vektor stabil transfizierte Zellklone 
etabliert werden. Jedoch ist dies bei den Zielgenen dieser Arbeit nicht möglich: PFN1 scheint für die 
Zellproliferation essentiell zu sein, während PFN2a in Mammalia nur im ZNS exprimiert wird (Ding et 
al., 2006; Witke et al., 2001). Anstelle direkter Analysen der endogenen Profilin-Gehalte wurden 
funktionelle shRNA-Sequenzen zunächst über Co-Transfektionen der RNAi-Vektoren mit Profilin-
Expressionsvektoren in HeLa-Zellen ermittelt. Diese Experimente basieren auf folgendem 
Funktionsprinzip: Die verwendeten Expressionsvektoren codieren für Profiline mit einem „Birkenprofilin 
(Bipro)-Epitop-tag“ oder mit einem YFP-Fusionsanteil (Rüdiger et al., 1997). Über den Nachweis des 
Bipro- bzw. des YFP-Fusionsanteils kann in Western Blot-Analysen die Expression exogener Profiline 
separat vom endogenen Profilin der HeLa-Zellen untersucht werden. Für die Identifikation funktioneller 
shRNA-Sequenzen hat diese Vorgehensweise den Vorteil, dass die Halbwertszeit des endogenen 
Zielproteins nicht berücksichtigt werden muss, da die de novo-Expression des exogenen Profilins 
gleichzeitig mit der Produktion der shRNAs erfolgt. Im Falle einer funktionellen shRNA kann in HeLa-
Zellen folglich kaum exogenes Profilin gebildet werden, da dessen mRNA umgehend über die RNAi-
Maschinerie degradiert wird. Bei nicht funktionellen shRNAs erfolgt dagegen ungestört die Expression 
des exogenen Profilins. Mit diesem artifiziellen System ist es außerdem möglich, den Grad der RNA-
Interferenz von Zielgenen zu bestimmen, die wie PFN2a in Zellen exprimiert werden, die nur mit geringer 
Effizienz mit Plasmid-DNA transfiziert werden können. 
Aus insgesamt 12 Vektoren mit PFN1-spezifischen shRNA-Sequenzen (pRNAT1.1-1.12) konnte einzig 
das Plasmid pRNAT1.3 effizient die Expression von exogenem Bipro-mPFN1 hemmen (Abb. 3.18 A). In 
einem analogen Experiment konnte dieses Konstrukt die Expression von exogenem YFP-mPFN2a nicht 
inhibieren (Abb. 3.18 B). Somit wurde gezeigt, dass der Vektor pRNAT 1.3 Isoform-spezifisch einen 
Knock down von PFN1 bewirkt. Ein weiterer Beleg für eine RNAi-bedingte Inhibition der PFN1-
Expression ist das Ergebnis eines Co-Transfektionsexperimentes, in dem ein Expressionsvektor mit einer 
synthetischen hPFN1-cDNA verwendet wurde (Abb. 3.18 C). Diese synthetische cDNA ist mit einer 
Vielzahl stiller Mutationen versehen, durch die gegen endogenes Profilin-Transkript gerichtete siRNAs 
keine Degradation der exogenen mRNA bewirken können (Rosan, 2007). Wie bei der Co-Transfektion 
mit dem PFN2a-Expressionsvektor ist in diesem Experiment der Grad der exogenen Profilin-Expression 
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Abb. 3.18: Western Blot-Analyse von HeLa-Zellen nach Co-Transfektion mit dem PFN1-spezifischen RNAi-
Vektor pRNAT 1.3 und Profilin-Expressionsvektoren 
HeLa-Zellen wurden mit dem PFN1-spezifischen RNAi-Vektor pRNAT 1.3 bzw. dem Kontrollvektor pRNAT siFluc 
und Profilin-Expressionsvektoren co-transfiziert, nach 24 h geerntet, lysiert und in Western Blot-Analysen 
untersucht. Als Expressionsvektoren wurden pcDNA3-Bipro-mPFN1(A) und pEYFP-C2-mPFN2a (B) verwendet. 
Die Expression eines RNAi-resistenten hPFN1 wurde über den Vektor pcDNA3-Bipro-hPFN1 mod (C) erzielt. Der 
Nachweis der exogenen Profiline wurde im Western Blot mit einem GFP/YFP-spezifischen Antikörper bzw. dem 
anti-Bipro-Antikörper 4A6 durchgeführt. Der Tubulin-Nachweis über den Antikörper DM1α diente zur Kontrolle der 
eingesetzten Proteinmengen. Der Vektor pRNAT 1.3 inhibiert spezifisch die Expression von PFN1. 
 
Da die shRNA-Sequenzen zwischen mPFN1 und hPFN1 vollständig konserviert sind, wurde zusätzlich 
der negative Einfluss des Vektors pRNAT 1.3 auf die endogene PFN1-Expression von HeLa-Zellen 
untersucht. Hierfür wurden HeLa-Zellen auf Deckgläsern kultiviert, mit dem RNAi-Vektor pRNAT 1.3 
transfiziert, nach verschiedenen Zeitpunkten fixiert und mit dem PFN1-spezifischen Antikörper 2H11 
inkubiert (Abb. 3.19).  
 
 
Abb. 3.19: Nachweis der RNA-Interferenz von endogenem Profilin 1 durch den RNAi-Vektor pRNAT 1.3 
Endogenes hPFN1 wurde in HeLa-Zellen 96 h post Transfektion mit dem Vektor pRNAT 1.3 über den Antikörper 
2H11 (rot) gefärbt. GFP-positive Zellen besitzen weitestgehend kein endogenes hPFN1 (Balken: 10 µm). 
 
Spätestens 96 h nach Transfektion mit dem Vektor pRNAT 1.3 ist in GFP-positiven HeLa-Zellen der 
Großteil des endogenen Profilins nicht mehr nachweisbar. Neben HeLa-Zellen wurden von Kristin 
Michaelsen (TU-Braunschweig) kultivierte murine Hippocampus-Neurone mit diesem Vektor transfiziert. 
Allerdings führte dieser Vektor zum Absterben der transfizierten Neurone.  
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Es ist unklar, ob dies auf dem Verlust des Profilins zurückzuführen ist, oder die shRNA in den Neuronen 
zusätzlich unspezifische Nebeneffekte ausgelöst hat. Aufgrund des beobachteten letalen Phänotyps 
wurden mit dem RNAi-Vektor pRNAT 1.3 keine weiteren Analysen in neuronalen Zellen durchgeführt. 
Stattdessen wurde der Fokus auf die Konstruktion eines RNAi-Vektors zum Knock down von PFN2a in 
neuronalen Zellen gelegt. Für die Identifikation von funktionellen PFN2a-spezifischen RNAi-Vektoren 
wurde analog zu vorherigen Experimenten verfahren (Abb. 3.20). Wie für PFN1 konnte nur eine shRNA, 
pRNAT 2.13, ermittelt werden, die Isoform-spezifisch die Expression des exogenen YFP-mPFN2a 
inhibiert (Abb. 3.20, A, B). Diese shRNA kann zudem nicht die Expression eines exogenen PFN2a 
verhindern, das ebenfalls auf einer synthetischen cDNA mit stillen Mutationen basiert (Abb. 3.20, C). 
 
       
B
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Abb. 3.20: Western Blot-Analyse von HeLa-Zellen nach Co-Transfektion mit PFN2a-spezifischen RNAi-
Vektor und PFN2a-Expressionsvektoren 
HeLa-Zellen wurden mit dem PFN2a-spezifischen RNAi-Vektor pRNAT 2.13 bzw. dem Kontrollvektor pRNAT 
siFluc und PFN2a-Expressionsvektoren co-transfiziert. Verwendet wurden pEYFP-C2-mPFN2a WT (A) und 
pcDNA3-Bipro-mPFN1 (B). Die Expression eines RNAi-resistenten PFN2a erfolgte über den Vektor pEYFP-C2-
mPFN2a mod (C). Die Proteine wurden in den Western Blots mit den gleichen Antikörpern wie in Abb.  3.18 
analysiert. Der Vektor pRNAT 2.13 führt zu einer Reduktion der Expression von PFN2a. 
 
Für die Darstellung des Knock down von endogenem PFN2a wurden von Kristin Michaelsen (TU-
Braunschweig) dissoziierte Maus-Neurone mit dem RNAi-Vektor pRNAT 2.13 transfiziert und nach 
verschiedenen Kultivierungszeiten fixiert. Durch Immunfluoreszenzfärbungen mit dem PFN2a-
spezifischen Antikörper 4H5 wurde ermittelt, ob dieses RNAi-Konstrukt auch effektiv in Neuronen die 
Expression von PFN2a inhibiert (Abb. 3.21). Die Transfektion von Neuronen mit dem Vektor pRNAT 
2.13 führte zu einem fast vollständigen Verlust von PFN2a. Dieser Effekt trat allerdings erst sieben Tage 
nach Transfektion ein. Demnach scheint PFN2a eine wesentlich längere Halbwertszeit als PFN1 zu 
besitzen. Im Gegensatz zu Neuronen, die mit dem PFN1-spezifischen RNAi-Vektor pRNAT 1.3 
transfiziert wurden, zeigten die PFN2a-defizienten Neurone selbst über mehrere Wochen keinerlei 
Anzeichen erhöhter Letalität. Somit stand mit dem generierten PFN2a-spezifischen RNAi-Vektor pRNAT 
2.13 ein geeignetes Werkzeug zur Verfügung, das die Grundlage für umfangreiche, funktionelle Analysen 
in neuronalen Zellen bildete. 
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Abb. 3.21: Knock down des endogenden Profilin 2a in Neuronen nach Transfektion mit pRNAT 2.13 
Dissoziierte Maus-Neurone (DIV14) wurden sieben Tage nach Transfektion mit dem Vektor pRNAT 2.13 mit dem 
PFN2a-spezifischen Antikörper 4H5 (rot) gefärbt und anschließend konfokal aufgenommen. In transfizierten 
Neuronen ist PFN2a praktisch nicht nachweisbar (Pfeil, Balken: 10 µm). 
 
3.3.3 Konstruktion von „Knock down & Knock in”-Vektoren 
 
Seit die RNAi-Technik von Elbashir und Mitarbeitern (2001) erstmals in Mammalia-Zellen angewendet 
wurde, beschränkt sich die Anwendung von RNAi meist auf Experimente, in denen einzig die Expression 
von Genen verhindert wird. Allerdings wäre für viele Fragestellungen ein Verfahren hilfreich, durch das 
nicht nur endogene Zielgene ausgeschaltet, sondern gleichzeitig gegen andere Varianten wie Mutanten 
oder Isoformen ausgetauscht werden. Dies könnte auf der Basis eines RNAi-Vektorsystems wie dem 
pRNAT U6.3-Plasmid erfolgen: Anstelle eines Reportergens könnten cDNAs in den Vektor eingebracht 
werden, die für modifizierte cDNAs des zu untersuchenden Gens codieren. Folglich könnte mit einem 
einzigen Plasmid ein endogenes Protein durch RNAi ausgeschaltet und simultan durch eine exogene 
Variante substituiert werden. Ein solches „Knock down & Knock in“-System wäre aufgrund fehlender 
massiver genetischer Eingriffe weit weniger zeitintensiv als die Generierung von Gen-Deletionen und 
würde die gleichzeitige Analyse z.B. vieler verschiedener Mutationen ermöglichen. Außerdem könnte ein 
solches System dazu genutzt werden, durch exogene Expression des Wildtyp-Zielgens die Spezifität des 
beobachteten RNAi-Phänotyps zu verifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher ein solches System 
für die Analyse der zellulären Funktionen von PFN1 und PFN2a entwickelt. Aufgrund der einfacheren 
Handhabung von Zelllinien wurde das „Knock down & Knock in“-System zunächst auf der Basis des 
PFN1-spezifischen RNAi-Vektors pRNAT1.3 konstruiert und in HeLa-Zellen zum Einsatz gebracht.  
Zuerst wurde durch ortsgerichtete Mutagenese zwischen dem Stop-Codon der GFP-cDNA und dem 
folgenden Polyadenylierungssignal des RNAi-Vektors pRNAT-U6.3 eine zusätzliche Schnittstelle für die 
Restriktionsendonuclease ApaI eingefügt. Über diese zusätzliche Schnittstelle kann die GFP-cDNA des 
RNAi-Vektors gegen andere cDNAs ausgetauscht werden, die für GFP-bzw. YFP-Fusionsproteine 
codieren (Abb. 3.22, A).  
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Auf diese Weise wurde in den PFN1-spezifischen RNAi-Vektor pRNAT1.3 eine cDNA inseriert, die für 
ein RNAi-resistentes YFP-Profilin 1 (YFP-hPFN1 mod) codiert. Anschließend wurde in fluoreszenz-
mikroskopischen Analysen überprüft, inwiefern der „Knock down & Knock in“-Vektor pRNAT1.3-YFP-
hPFN1 endogenes hPFN1 in HeLa-Zellen herunter regulieren kann. Aufgrund der Verwendung von 
Antikörpern bestände bei solchen Analysen normalerweise das Problem, endogenes PFN1 und exogenes 
YFP-PFN1 getrennt voneinander nachzuweisen. Allerdings konnte bei der Analyse des „Knock down & 
Knock in“-Vektorsystems in HeLa-Zellen sowohl der Knock down des endogenen PFN1 als auch die 
Expression des YFP-hPFN1 spezifisch nachgewiesen werden, da das exogene YFP-hPFN1 aufgrund von 
N-terminal gelegenen Mutationen nicht von dem monoklonalen Antikörper 2H11 erkannt wird. Die 
fluoreszenzmikroskopischen Analysen demonstrieren (Abb.3.22), dass über einen einzelnen 
Vektor endogenes Profilin effektiv ausgeschaltet und gleichzeitig exogenes Profilin exprimiert 
werden kann.  
 
 
Abb. 3.22: Funktionalität eines Profilin 1-spezifischen „Knock down & Knock in“ in HeLa-Zellen 
Linearisiertes Schema eines „Knock down & Knock in“- Vektors auf Basis des pRNAT U6.3-Vektors (vgl. Abb. 
3.17). Die Expression der RNAi-resistenten YFP-hPFN1 mod-cDNA wird durch einen CMV-Promotor kontrolliert 
(A). Konfokale Aufnahmen von HeLa-Zellen 120 h nach Transfektion mit dem Vektor pRNAT 1.3 YFP-hPFN1. 
Endogenes hPFN1 wurde über den Antikörper 2H11 (rot) dargestellt. Das exogene YFP-hPFN1-mod wird nicht von 
dem hPFN1-spezifischen Antikörper 2H11 erkannt. YFP-hPFN1-positive Zellen exprimieren fast kein endogenes 
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Allerdings wiesen die transfizierten Zellen im späteren Verlauf des Experiments eine erhöhte 
Letalität auf, die wahrscheinlich durch die CMV-Promoter-bedingte Überexpression des YFP-
Profilins verursacht wird. HeLa-Zellen, in denen einzig PFN1 über den RNAi-Vektor pRNAT 1.3 
ausgeschaltet wurde, konnten dagegen bis zu zehn Tage nach Transfektion kultiviert werden. Die 
Bestimmung der Apoptoserate von PFN1-defizienten HeLa-Zellen ergab, dass diese Zellen nicht 
zwangsläufig apoptotisch werden, sondern stattdessen die Proliferation einstellen (Hunecke, 
2006). Dagegen trat bei HeLa-Zellen, die mit dem „Knock down & Knock in“-Vektor 
pRNAT1.3-YFP-hPFN1 transfiziert wurden, bereits nach 96 Stunden ein vermehrtes Zellsterben 
ein. Noch drastischer traten diese cytotoxischen Effekte in kultivierten Neuronen auf: Bereits eine 24-
stündige, CMV-Promotor-abhängige Überexpression von YFP-hPFN1 bzw. YFP-mPFN2a bewirkte ein 
Absterben aller transfizierten Zellen.  
Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass prinzipiell über ein einzelnes Plasmid der Knock 
Down von endogenem Profilin und die Expression einer exogenen Profilin-Variante gleichzeitig möglich 
ist. Angesichts der rasch eintretenden Cytotoxizität der Profilin-Überexpression und der erforderlichen 
Zeit bis zum Eintreten der RNA-Interferenz von PFN2a wurde allerdings auch deutlich, dass dieses 
„Knock down & Knock in“-Vektorsystem in dieser Form nicht in Neuronen einsetzbar ist. 
Um dennoch ein „Knock down & Knock in“-Vektorsystem in weiterführenden Studien verwenden zu 
können, war es erforderlich, die Expression des exogenen Profilins erheblich zu drosseln. Basierend auf 
publizierten Promotorstudien wurden in pEYFP-C2-Vektoren drei der vier Enhancer-Kassetten des CMV-
Promotors deletiert (Boshart et al., 1985). Diese daraus resultierenden Expressionsvektoren mit den 
RNAi-resistenten hPFN1- bzw. mPFN2a-cDNAs, pΔCMV-EYFP-hPFN1 mod und pΔCMV-EYFP-
mPFN2a mod, wurden in hippocampale Neurone transfiziert. Über einen Zeitraum von zwei Wochen 
konnten derart transfizierte Neurone erfolgreich kultiviert werden (persönliche Mitteilung von Kristin 
Michaelsen, (TU Braunschweig)).  
Ausgehend vom Ergebnis dieser Überexpression-Experimente wurden die cDNAs für YFP-hPFN1 mod 
und YFP-mPFN2a mod samt deletiertem CMV-Promotor in den PFN2a-spezifischen RNAi-Vektor 
pRNAT 2.13 eingeführt (Abb. 3.23 A). Anschließend wurde der Wirkungsgrad dieser PFN2a-spezifischen 
„Knock down & Knock in“-Vektoren der zweiten Generation in Co-Transfektionsexperimenten analysiert 
(Abb. 3.23 B). Zum Nachweis des PFN2a-spezifischen Knock down in HeLa-Zellen wurde der Vektor 
pcDNA3-Bipro-mPFN2a verwendet. Über den anti-Bipro-Antikörper 4A6 wurde der Grad der PFN2a-
Expression in den verschiedenen Ansätzen überprüft. Der Nachweis der YFP-Profiline bzw. des GFP 
erfolgte im Western Blot mittels eines GFP-spezifischen Antikörpers. Die Western Blot-Analysen 
ergaben, dass die „Knock down & Knock in“-Vektoren der zweiten Generation in vergleichbarem Maße 
wie der RNAi-Vektor 2.13 die Expression des exogenen Bipro-mPFN2a hemmen können.  
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Zugleich gelang mithilfe des GFP/YFP-spezifischen Antikörpers der Nachweis, dass über diese Vektoren 






Abb. 3.23: Profilin 2a-spezifische „Knock down & Knock in“-Vektoren der zweiten Generation 
Schematische Darstellung eines „Knock down & Knock in“-Vektors der zweiten Generation. Die Expression der 
RNAi-resistenten Profiline erfolgt über den deletierten CMV-Promotor (ΔCMV) (A, vgl. Abb. 3.17 & 3.22). Analyse 
der Funktionalität der PFN2a-spezifischen „Knock down & Knock in“-Vektoren (B). HeLa-Zellen wurden mit 
pcDNA3-Bipro-mPFN2a und jeweils dem Vektor pRNAT 2.13, pRNAT siFluc, pRNAT 2.13-YFP-mPFN2a oder 
pRNAT 2.13-YFP-hPFN1 co-transfiziert. Zum Nachweis des PFN2a-spezifischen Knock down wurde im Western 
Blot Bipro-mPFN2a mit dem Antikörper 4A6 nachgewiesen. Zudem wurden GFP und die RNAi-resistenten YFP-
Profiline (YFP-PFN mod) mittels anti-GFP-Antikörper nachgewiesen. Der Tubulin-Nachweis über den Antikörper 
DM1α fungierte als Beleg für gleichmäßig eingesetzte Proteinmengen in den verschiedenen Ansätzen. 
 
Für weiterführende Untersuchungen wurden somit PFN2a-spezifische „Knock down & Knock in“-
Vektoren der zweiten Generation verwendet, in denen der CMV-Promoter deletiert vorlag. Durch dieses 
„Knock down & Knock in“-System sollte analysiert werden, welche biochemischen Eigenschaften von 
PFN2a in neuronalen Prozessen von maßgeblicher Bedeutung sind. Hierfür war es zunächst erforderlich, 
entsprechende Mutationen im PFN2a-Molekül zu generieren und deren Auswirkung auf das Liganden-
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3.3.4 Generierung von Profilin 2a-Mutanten 
 
Basierend auf der Struktur von PFN1 und PFN2a wurden Aminosäure-Reste in PFN2a für Mutationen 
ausgewählt, durch die nur einzelne Bindungsdomänen des Profilins ihre Funktion verlieren sollten 
(Nodelman et al., 1999, Kursula et al., 2008). Strukturvergleiche der Aktin-Bindungsdomäne von hPFN1 
und mPFN2a deuten daraufhin, dass auch im PFN2a-Molekül wahrscheinlich die konservierten 
Aminosäuren Phenylalanin 59, Arginin 74 und 88 sowie Histidin 119 Schüsselpositionen für die 
Interaktion mit G-Aktin darstellen (Abb. 3.24; Sohn et al., 1995; Korenbaum et al., 1998, Suetsugu et al., 
1998; Schlüter et al., 1998; Lambrechts et al., 2002). Entsprechend wurden die Aminosäuren 59, 74 und 





Abb. 3.24: Darstellung von Schlüsselpositionen der 
G-Aktin-Bindungsdomäne von Profilin 1 und 2a 
Basierend auf Strukturdaten wurden mit dem 
Programm PyMol Oberflächenmodelle von hPFN1 
und mPFN2a generiert (Fedorov et al., 1994; Kursula 
et al., 2008). Die Schlüsselpositionen für die G-Aktin-
Bindung sind bei PFN1 und PFN2a konserviert 






Ein bedeutender Unterschied zwischen den Profilin-Isoformen 1 und 2a ist die höhere Affinität von 
PFN2a zu Poly-Prolin-Motiven (Lambrechts et al., 1995). Diese erhöhte Bindung ist bedingt durch eine 
umfangreicher ausgeprägte hydrophobe Region im Bereich des N- und C-Terminus von PFN2a (Abb. 
3.25). Von PFN1 ist bekannt, dass der Histidin-Rest 133 eine zentrale Rolle bei der Bindung an Poly-
Prolin-Motive einnimmt (Bjorkegren-Sjogren et al., 1997). Die Substitution des analogen Tyrosin-Restes 
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Abb. 3.25: Struktureller Vergleich der Poly-Prolin-Bindungsdomänen von Profilin 1 und Profilin 2a  
Auf Basis der Strukturdaten von hPFN1 (links) und mPFN2a (rechts) wurden Oberflächenmodelle erstellt. Die an 
der Poly-Prolin-Bindung beteiligten Aminosäure-Reste sind orange hervorgehoben (Mahoney et al., 1997; Nodelman 
et al., 1999; Kursula et al., 2008). Im Vergleich zu PFN1 ist die hydrophobe Poly-Prolin-Bindungstasche von PFN2a 
umfangreicher ausgebildet. Der für die Poly-Prolin-Bindung von PFN1 essentielle Histidin-Rest 133 sowie die zur 
Mutagenese von PFN2a ausgewählten Tyrosin-Reste 29 und 133 sind markiert. 
 
Anhand der Darstellung der Poly-Prolin-Bindungsdomänen in Oberflächenmodellen von PFN1 und 
PFN2a wird deutlich, dass die hydrophobe Region von PFN2a durch den Tyrosin-Rest 29 wesentlich 
erweitert wird. Strukturvorhersagen von PFN2a im Komplex mit Poly-Prolin-Peptiden zeigten, dass sich 
diese Aminosäure optimal in Poly-Prolin-Helices einpasst und somit für die erhöhte Affinität von PFN2a 
zu Poly-Prolin-Liganden mitverantwortlich sein könnte (Nodelman et al., 1999). Da die Tyrosin-Reste 29 
und 133 zumindest nicht offensichtlich in die G-Aktin- und PIP2-Bindung von PFN2a involviert sind, 
wurden zur Eliminierung der Poly-Prolin-Bindung diese Aminosäuren durch Serin-Reste substituiert.  
Unter Verwendung von spezifischen Oligodesoxynukleotiden (siehe Material und Methoden 2.1.6, Tab. 
2.3) wurden diese Mutanten durch ortsspezifische Mutagenese hergestellt. Die generierten Profilin-
Mutanten sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.  
 
Tab. 3.2: Liste der generierten Profilin-Mutanten 
G-Aktin-Bindungsmutanten Poly-Prolin-Bindungsmutante 
PFN2a F59A PFN2a Y29,133S 
PFN2a R74E  
PFN2a R88E  
 
Profilin-Mutanten, in denen die G-Aktin-Bindungsdomäne mutiert wurde, wurden analog zu Wildtyp-
PFN2a über den prokaryotischen Expressionsvektor pET21c(+) im Escherichia coli-Stamm BL21 (DE3) 
pLysS codon plus exprimiert und anschließend gereinigt.  
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3.3.5 Präparation von Profilin 2a durch Poly-Prolin-Affinitätschromatographie 
 
Zur Reinigung von PFN2a sowie dessen G-Aktin-Mutanten aus E.coli wurde die 
Affintitätschromatographie an Poly-Prolin-Sepharose nach Tanaka & Shibata (1985) genutzt. Aufgrund 
der hohen Affinität von Profilin zu Poly-Prolin konnten stringente Waschbedingungen angewendet 
werden, so dass rekombinantes Profilin mit hoher Reinheit erhalten wurde. In Abb. 3.26 sind die einzelnen 
Reinigungsschritte einer PFN2a-Präparation exemplarisch dokumentiert. 
 
 
Abb. 3.26: SDS-PAGE-Analyse einzelner Fraktionen 
einer Profilin 2a-Präparation 
Proben einer mPFN2a-Reinigung wurden in einem 
13,75% SDS-PAA-Gel aufgetrennt und anschließend mit 
Coomassie gefärbt: Bakterienextrakt vor der Induktion 
der Profilin-Expression, Lysat induzierter E. coli vor 
Auftrag auf die Affinitätssäule, nicht gebundene Proteine 
nach Auftrag auf die Säule (Durchbruch), die vereinigten 
Waschfraktionen sowie die vereinigten Fraktionen nach 
Elution des PFN2a mit 8 M Harnstoff, Dialyse und 
Konzentrierung.  
 
Im gefärbten SDS-PAA-Gel verdeutlicht die Spur, in der das klare Lysat vor dem Auftrag auf die Poly-(L-
Prolin)-Affinitätssäule aufgetrennt ist, dass in E.coli nach Induktion mit IPTG in sehr hohen Mengen an 
PFN2a exprimiert wurden. Aus einem Liter Bakterien-Kultur konnten ca. 70 – 100 mg rekombinantes 
mPFN2a mit einer Reinheit von über 95% präpariert werden. Alle potenziellen G-Aktin-Mutanten von 
PFN2a konnten in E. coli exprimiert und durch poly-L-Prolin-Affinitätschromatographie gereinigt 
werden. Somit belegen diese Ergebnisse, dass die in die G-Aktin-Bindungsdomäne eingeführten 
Mutationen keinen signifikanten Einfluss auf die Poly-Prolin-Bindung von PFN2a haben.  
 
3.3.6  Präparation der Poly-Prolin-Bindungsmutante mPFN2a Y29,133S über das Impact-CN-
Expressionssystem 
 
Durch die Substitution von Aminosäuren in die Poly-Prolin-Bindungsregion geht die Möglichkeit 
verloren, rekombinantes PFN2a wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben, zu reinigen. Prinzipiell können Profiline 
auch als Fusionsproteine z.B. über GST- oder His-tags gereinigt werden.  
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Da aus biochemischen Studien bekannt ist, dass Profilin-Fusionsproteine in ihren biochemischen 
Eigenschaften beeinträchtigt sein können (Wittenmayer et al., 2000; Lambrechts et al., 2002), wurde für 
die Reinigung der Poly-Prolin-Mutante mPFN2a Y29,133S das Impact-CN-Expressionssystem gewählt. 
Bei diesem Expressionssystem werden rekombinante Fusionsproteine generiert, die neben dem Zielprotein 
eine Chitin-Bindungsdomäne beinhalten. Durch die Bindung an eine Chitin-Matrix ist eine effiziente 
Separation des Fusionsproteins von den übrigen endogenen E.coli-Proteinen möglich. Gegenüber anderen 
Expressionssystemen besitzt das Impact-CN-System den Vorteil, dass der Chitin-bindende Fusionsanteil 
des rekombinanten Proteins durch eine über Reduktionsmittel induzierbare Autoproteolyse abgetrennt 
werden kann. In diesem Fall verbleibt die Chitin-Bindungsdomäne als sogenanntes Intein auf der Chitin-
Matrix, während das Zielprotein mit hoher Reinheit eluiert werden kann. Eine solche Reinigung der 
PFN2a-Mutante mPFN2a Y29,133S ist in Abb. 3.27 dargestellt. 
 
 
Abb. 3.27: Reinigung der Poly-Prolin-
Bindungsmutante mPFN2a Y29,133S über das 
Impact-CN-System 
Darstellung der Reinigung der Poly-Prolin-
Bindungsmutante mPFN2a Y29,133S in einem 
Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gel. Es wurden 
aufgetragen: Bakterienextrakt vor der Induktion 
der Profilin-Expression, Lysat induzierter E. coli,  
das klare Lysat vor Auftrag auf die Chitin-Säule, 
Waschfraktionen, vereinigte Elutionfraktionen 
nach Zugabe von DTT sowie die Chitin-Matrix 
nach Elution des abgetrennten Profilins. 
 
Die Poly-Prolin-Bindungsmutante mPFN2a Y29,133S wurde über den Impact-CN-Vektor pTYB12 in 
dem BL21-E.coli-Stamm ER2566 exprimiert und anschließend per Chitin-Affinitätschromatographie 
gereinigt. Anhand des Coomassie-gefärbten SDS-PAA-Gels ist zu sehen, dass durch Induktion mit IPTG 
die Expression eines 70 kDa schweren Proteins induziert wurde. Dieses stellt das Intein-Profilin-
Fusionsprotein dar. Dieses Fusionsprotein konnte effizient durch Zugabe von 50 mM DTT in das 
immobilisierte Intein mit einem Molekulargewicht von ca. 55 kDa und das gewünschte 15 kDa schwere 
Profilin gespalten werden. Letzteres wurde von der Chitin-Säule eluiert, so dass unter Einsatz eines 
Säulenvolumens von 7,5 ml eine Ausbeute von 14 mg hochreinem mPFN2a Y29,133S pro Liter 
Bakterienkultur erhalten werden konnte. 
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3.3.7 Biochemische Charakterisierung der Profilin 2a-Bindungsmutanten 
 
Nach erfolgreicher Generierung und Reinigung der Profilin-Mutanten galt es zu überprüfen, ob die in das 
PFN2a-Molekül eingeführten Mutationen effizient die Bindung an G-Aktin oder Poly-Prolin-Motive 
unterdrücken konnten. Die unveränderte Affinität der potenziellen G-Aktin-Bindungsmutanten zu Poly-
Prolin ließ sich bereits während der Präparation feststellen. Für die Mutante mPFN2a Y29,133S war eine 
Bestimmung der Affinität zu Poly-Prolin-Motiven nötig, was durch qualitative und quantitative Analysen 
erfolgte. Die Affinität aller generierten PFN2a-Mutanten zu G-Aktin wurde anhand kinetischer 
Messungen der Aktin-Polymerisation bestimmt.  
 
3.3.7.1 Analyse der Affinität von mPFN2a Y29,133S zu Poly-Prolin 
 
Aufgrund der Reinigung des mPFN2a Y29,133S über das Impact-CN-System war es nicht sofort 
ersichtlich, ob diese PFN2a-Mutante noch an Poly-Prolin-Motive bindet. Daher wurde zunächst eine 
Präzipitation von mPFN2a WT und mPFN2a Y29,133S mit Poly-Prolin-Sepharose durchgeführt, wodurch 
die Poly-Prolin-Bindung zunächst qualitativ bestimmt wurde. Für die Präzipitation wurden mPFN2a und 
mPFN2a Y29,133S mit einem Überschuss an Poly-Prolin-Sepharose inkubiert. Nach anschließender 
Zentrifugation wurden die überstehende Lösung und die Poly-Prolin-Sepharose separiert. Letztere wurde 
vor der SDS-PAGE unter stringenten Bedingungen mehrfach gewaschen, um unspezifische Bindungen 
auszuschließen. Der Verbleib der eingesetzten Proteine wurde anschließend durch die Färbung des SDS-
PAA-Gels mit Coomassie nachgewiesen (Abb. 3.28). 
 
 
Abb. 3.28: Pull down-Experiment von mPFN2a WT und mPFN2a Y29,133S mit Poly-Prolin-Sepharose 
mPFN2a WT und mPFN2a Y29,133S wurden mit Poly-Prolin-Sepharose inkubiert und anschließend per 
Zentrifugation sedimentiert. Der Anteil an Poly-Prolin-Sepharose gebundener (P) und im Überstand (S) befindlicher 
Proteine wurde per SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung erfasst.  
 
Die Analyse der Poly-Prolin-Präzipitation zeigt deutlich, dass im Gegensatz zum mPFN2a WT die 
Mutante mPFN2a Y29,133S größtenteils im Überstand zu finden ist und somit über eine wesentlich 
geringe Affinität zu Poly-Prolin-Liganden zu verfügen scheint.  
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Zur Verifikation dieses Ergebnisses wurde die Poly-Prolin-Bindung dieser Profilin-Mutante durch 
spektralfluorimetrische Messung quantitativ bestimmt. Dieses Experiment beruht auf der 
Fluoreszenzänderung der Tryptophane, die bei Konformationsänderungen des zu untersuchenden Proteins 
auftreten kann. Von PFN1 ist bekannt, dass bei Bindung eines selbst nicht fluoreszierenden Poly-Prolin-
Peptids die Tryptophanfluoreszenz um den Faktor 2,5 anwächst (Perelroizen et al., 1995). Entsprechend 
wurden 10 µM mPFN2a bzw. mPFN2a Y29,133S mit steigenden Konzentrationen an gelöstem Poly-
Prolin versetzt. Die intrinsische Tryptophan-Fluoreszenz wurde bei 295 nm angeregt und bei 335 nm 
gemessen (Abb. 3.29).  
 
 
Abb. 3.29: Spektralfluorimetrische Messung der Poly-Prolin-Bindung von mPFN2a und mPFN2a Y29,133S 
10 µmol mPFN2a bzw. mPFN2a Y29, 133S wurden mit zunehmenden Mengen gelöstem Poly-Prolin (PLP) versetzt. 
Die intrinsische Fluoreszenz der Tryptophane wurde bei 335 nm gemessen.  
 
Hierbei zeigte mPFN2a WT eine drastische Zunahme der Tryptophan-Fluoreszenz, die bereits bei einer 
Poly-Prolin-Konzentration von 10 µM ein Plateau erreicht. Die Fluoreszenzwerte der Poly-Prolin-Mutante 
mPFN2a Y29,133S stiegen hingegen nur äußerst gering an und blieben letztendlich weit unter dem Wert 
der Messungen von mPFN2a WT. Mittels dieser sowohl qualitativen als auch quantitativen Analysen wird 
deutlich, dass durch die Substitutionen der Tyrosin-Reste 29 und 133 hohe Affinität von PFN2a zu Poly-
Prolin-Motiven drastisch reduziert werden konnte. Neben der Analyse der Poly-Prolin-Bindung galt es zu 
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3.3.7.2 Einfluss der Profilin 2a-Mutanten auf die Aktin-Polymerisation 
 
Für quantitative Bestimmungen der G-Aktin-Bindung von Profilin kann dessen Eigenschaft genutzt 
werden, die Polymerisation von G-Aktin zu inhibieren. Der Grad der Aktin-Polymerisation lässt sich in 
vitro anhand der Zugabe von Pyren-Aktin verfolgen, dessen Fluoreszenz bei Inkorporation in Aktin-
Filamente um den Faktor 25 ansteigt (Kouyama & Mihashi, 1981). Eine effiziente Variante dieser 
Methode ist die Messung der Aktin-Polymerisation in Echtzeit (non steady state). Hierbei werden G-Aktin 
und Profilin unter nicht-polymerisierenden Bedingungen für kurze Zeit inkubiert. Anschließend wird die 
Polymerisation des Aktins durch Zugabe von Magnesium- und Kalium-Ionen induziert. Bei bestehender 
Affinität des Profilins zu G-Aktin wird dessen Polymerisationskinetik erheblich verzögert, da Profilin die 
kritische Konzentration für die Bildung von Aktin-Filamenten erhöht.  
Auf diese Weise wurde die Aktin-Bindung der generierten PFN2a-Mutanten analysiert. Die in den 
verschiedenen Ansätzen über die Zeit gemessenen Fluoreszenzintensitäten des Pyren-Aktins wurden 
vergleichend in einem Diagramm dargestellt (Abb. 3.30).  
 
 
Abb. 3.30: Effekt von Wildtyp-Profilin 2a und Profilin 2a-Mutanten auf die Aktin-Polymerisation 
5 µM G-Aktin (5% Pyren-Aktin) wurden ohne bzw. mit 15 µM einer Profilin 2a-Variante inkubiert. Durch Zugabe 
von 2 mM MgCl2 und 50 mM KCl wurde die Polymerisation des G-Aktins induziert. Die Aktin-Polymerisation 
wurde bei 407 nm anhand der Fluoreszenz des Pyren-Aktins über 2 h verfolgt.  
 
Ausgehend vom Kurvenverlauf des G-Aktins ohne Profilin wurden T½-Werte für das gebildete F-Aktin 
aller Ansätze ermittelt (Tab. 3.3). Die Zugabe von Kalium- und Magnesium-Ionen führte im 
Referenzansatz ohne Profilin zu einer schnellen Polymerisation des Aktins. Innerhalb von 50 Minuten 
erreichte das gebildete F-Aktin seinen Maximalwert, der die restliche Zeit der Messung konstant blieb.  
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In Übereinstimmung mit vorherigen Beschreibungen (Lambrechts et al., 1995) bewirkte die Anwesenheit 
von PFN2a eine drastische Verzögerung der Aktin-Polymerisation, so dass im Vergleich zu dem 
Referenzansatz zum Zeitpunkt T½ nur 23,8% F-Aktin gebildet wurden. 
 
Tab. 3.3: Quantifizierung des zum Zeitpunkt T ½ gebildeten F-Aktins  
Profilin F-Aktin (%) zum Zeitpunkt T½ 
mPFN2a 23,8 
mPFN2a Y29,133S 42,8 
mPFN2a F59A 53,2 
mPFN2a R88E 83,9 
mPFN2a R74E 99,9 
 
Die in Tabelle 3.3 angegebenen Messwerte des gebildeten F-Aktins zum Zeitpunkt T½ zeigen, dass 
analog zu PFN1 die Substitution des Arginin-Restes 74 zu einem völligen Verlust der Aktin-Bindung von 
PFN2a führte (Korenbaum et al., 1998). Die Mutation des Arginin-Restes 88 bewirkte hingegen zwar eine 
drastische Reduktion, aber keinen vollständigen Verlust der Aktin-Bindung von PFN2a. Entgegen der 
deutlichen Reduzierung der G-Aktin-Bindung von PFN1 durch die Mutation des Tyrosin-Restes 59, führte 
die Mutation des Phenylalanin-Restes 59 nur zu einer moderaten Beeinträchtigung der Aktin-Bindung von 
PFN2a (Schlüter et al., 1998). Obwohl die Tyrosin-Reste 29 und 133 nicht direkt an der Interaktion von 
PFN2a mit Aktin beteiligt sind, hatte auch deren Substitution eine Schwächung in der G-Aktin-Bindung 
von PFN2a zur Folge. Diese Beeinträchtigung der Poly-Prolin-Mutante in der Aktin-Bindung ist 
allerdings geringer als bei den generierten G-Aktin-Mutanten. 
Die biochemische Charakterisierung hat somit gezeigt, dass erfolgreich Mutanten generiert wurden, die 
weitestgehend nur eine Bindungseigenschaft von PFN2a ausgeschaltet haben. Für weiterführende RNAi-
Experimente wurde die PFN2a-Aktin-Bindungsmutante mPFN2a R74E sowie die Poly-Prolin-
Bindungsmutante mPFN2a Y29,133S verwendet. 
 
3.3.8 Einsatz des Profilin 2a-spezifischen „Knock down & Knock in“-Systems in organotypischen 
Neuronen 
 
Um die mögliche Rolle von PFN2a in neuronalen Prozessen zu untersuchen, wurde das entwickelte 
„Knock down & Knock in“-Vektorsystem in Zusammenarbeit mit Kristin Michaelsen (TU Braunschweig) 
in organotypischen Hippocampus-Kulturen zum Einsatz gebracht. Zu Beginn wurden Hippocampi 
postnatal (P5) aus Bl/6-Mäusen isoliert, transversal geschnitten und kultiviert.  
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Anschließend wurden die Hippocampus-Schnitte mittels Partikelkanone am DIV7 mit dem PFN2a-
spezifischen RNAi-Vektor pRNAT 2.13 und den „Knock down & Knock in“-Vektoren, die für YFP-
mPFN2a WT, YFP-mPFN2a R74E oder YFP-mPFN2a Y29,133S codieren, transfiziert. Zur 
Visualisierung der dendritischen Morphologie wurde in diesen Ansätzen die GFP-Variante GFP-F, die in 
der Plasmamembran verankert ist, co-transfiziert. Als Kontrollzellen dienten CA1-Neurone, die nur mit 
GFP-F markiert wurden. Entsprechend der in Kapitel 3.3.2 ermittelten Dauer bis zum RNAi-bedingten 
Verlust des endogenen PFN2a wurden die transfizierten Schnitte eine Woche nach Transfektion kultiviert 
und anschließend fixiert. Zunächst lag der Fokus dieser Untersuchungen auf der dendritischen 
Komplexität von CA1-Pyramidenzellen. Zur Bestimmung der dendritischen Komplexität wurden jeweils 
die apikalen und basalen Dendriten transfizierter CA1-Neuronen per Sholl-Analyse untersucht (Abb. 3.31, 




Abb. 3.31: Darstellung organotypisch kultivierter CA1-Neurone nach Transfektion mit dem Profilin 2a-
spezifischen „Knock down & Knock in“-Vektorsystem und pEGFP-F 
Organotypisch kultivierte Hippocampi wurden mittels Partikelkanone mit PFN2a-spezifischen Knock down bzw. 
„Knock down & Knock in“-Vektoren und dem pEGFP-F-Plasmid co-transfiziert. In Abbildung A ist exemplarisch 
eine per Partikelkanone pEGFP-F-transfizierte Hippocampus-Kultur dargestellt. Eine transfizierte CA1-
Pyramidenzelle ist durch einen Pfeil markiert. In Abb. B ist repräsentativ ein als Kontrolle fungierendes pEGFP-F 
positives CA1-Neuron (links) sowie ein mit pRNAT 2.13 transfiziertes CA1-Neuron (rechts) dargestellt. Die 
apikalen und basalen Dendriten, deren dendritische Komplexität per Sholl-Analyse untersucht wurde, sind durch rote 
Klammern hervorgehoben. (Balken: 100 µm, übernommen aus Michaelsen, Murk et al., manuscript in preparation). 
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Die Sholl-Analysen der apikalen Dendriten zeigten, dass der Verlust von PFN2a eine erhebliche 
Reduktion der dendritischen Komplexität in Bereichen zur Folge hat, in denen die Dendriten der CA1-
Neuronen die meisten Verzweigungen besitzen (Abb. 3.31, 3.32). Eine gleichzeitige Substitution des 
endogenen PFN2a durch YFP-PFN2a über einen „Knock down & Knock in“-Vektor behob weitestgehend 
die verringerte Komplexität der apikalen Dendriten.  
 
 
Abb. 3.32: Sholl-Analysen apikaler Dendriten nach Transfektion mit Profilin 2a-spezifischen „Knock down & 
Knock in“-Vektoren 
Bestimmung der dendritischen Komplexität apikaler Dendriten von CA1-Neuronen nach Verlust von PFN2a (2.13) 
bzw. Substitution des endogenen PFN2a gegen YFP-mPFN2a (2.13-YFP-mPFN2a), YFP-mPFN2a R74E (2.13-
YFP-mPFN2a R74E) und YFP-mPFN2a Y29,133S (2.13-YFP-mPFN2a Y29,133S). GFP-F positive CA1-Neurone 
dienten als Kontrollzellen. Statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test relativ zu GFP-F-positiven Kontrollzellen 
(p-Wert < 0,05, übernommen aus Michaelsen, Murk et al., manuscript in preparation) 
 
Ein Rückgang an dendritischen Verzweigungen nach Verlust von PFN2a legt die Hypothese nahe, dass 
PFN2a die Morphologie neuronaler Zellen über die Organisation des Aktin-Cytoskeletts reguliert. In 
diesem Fall sollte die Fähigkeit des PFN2a, G-Aktin zu binden, von entscheidender Bedeutung sein. 
Folglich wurden in analogen Experimenten das endogene PFN2a gegen die in Kapitel 3.3.7 
charakterisierte Aktin-Bindungsmutante mPFN2a R74E durch das „Knock down & Knock in“-
Vektorsystem substituiert.  
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Diese Profilin-Mutante, die über praktisch keine G-Aktin-Bindung verfügt, konnte den negativen Effekt 
des PFN2a-Verlustes auf die dendritische Komplexität nicht kompensieren (Abb. 3.32). Die dendritische 
Komplexität bei Expression der PFN2a-Mutante mPFN2a R74E ist eher noch stärker reduziert 
als in Neuronen ohne endogenes PFN2a und ohne Substitution. Hingegen induzierte die Substitution 
des endogenen PFN2a gegen die Poly-Prolin-Bindungsmutante mPFN2a Y29,133S keine Veränderungen 
in der dendritischen Komplexität. Entsprechend zu den Sholl-Analysen der apikalen Dendriten wurde die 
Komplexität der basalen Dendriten in CA1-Neuronen bestimmt (Abb. 3.33).  
 
 
Abb. 3.33: Sholl-Analysen basaler Dendriten nach Transfektion mit Profilin 2a-spezifischen „Knock down & 
Knock in“-Vektoren 
Bestimmung der dendritischen Komplexität basaler Dendriten von CA1-Neuronen nach Verlust von PFN2a (2.13) 
bzw. Substitution des endogenen PFN2a gegen YFP-mPFN2a (2.13-YFP-mPFN2a), YFP-mPFN2a R74E (2.13-
YFP-mPFN2a R74E) und YFP-mPFN2a Y29,133S (2.13-YFP-mPFN2a Y29,133S). GFP-F-positive WT-CA1-
Neurone dienten als Kontrollzellen. Für die statistische Auswertung wurde der t-Test relativ zu GFP-F Kontrollzellen 
verwendet (p-Wert < 0,05, übernommen aus Michaelsen, Murk et al., manuscript in preparation).  
 
Prinzipiell konnten die in den apikalen Dendriten gemessenen Effekte nach Verlust bzw. Substitution des 
PFN2a auch in den basalen Dendriten beobachtet werden. Der Verlust von PFN2a reduziert vor allem ab 
einem Radius von 50 µm erheblich die Anzahl der dendritischen Verzweigungen, während die Expression 
des exogenen YFP-PFN2a WT diesen Effekt tendenziell ausgleicht (Abb. 3.31, 3.32).  
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Die Substitution des endogenen PFN2a durch die PFN2a-Mutante mPFN2a R74E führt in den basalen 
Dendriten zu einem stärkeren Rückgang der dendritischen Komplexität als der alleinige Verlust von 
PFN2a. Anhand dieser Daten wird erstmals belegt, dass der spontane Verlust von PFN2a im entwickelten 
Nervensystem eine Beeinträchtigung in der Morphologie von Neuronen nach sich zieht. Der erfolgreiche 
Erhalt der dendritischen Komplexität in CA1-Neuronen nach Substitution des endogenen PFN2a durch 
YFP-PFN2a unterstreicht die Funktionalität des entwickelten „Knock down & Knock in“-Systems.  
Durch die Expression einer PFN2a-Aktin-Mutante bei gleichzeitigem Verlust des endogenen PFN2a 
wurde demonstriert, dass für die normale dendritische Komplexität die Interaktion von PFN2a mit G-
Aktin essentiell ist. 
Neben den dendritischen Verzweigungen wurden in Kooperation mit Kristin Michaelsen (TU 
Braunschweig) mit „Knock down & Knock in“-Vektorsystem der Einfluss von PFN2a auf die „dendritic 
spines“ von organotypisch kultivierten CA1-Neuronen untersucht. Anhand dreidimensionaler 
Intensitätsprojektionen fixierter CA1-Neurone wurde die Dichte der „dendritic-spines der apikalen, mid-










Abb. 3.34: Quantifizierung der „dendritic spine“-Dichte in organotypischen CA1-Neuronen nach 
Transfektion mit Profilin 2a- spezifischen „Knock down & Knock in“-Vektoren 
Darstellung basaler Dendriten einer GFP-F positiven Kontrollzelle (A1) und eines mit dem PFN2a-spezifischen 
RNAi-Vektor transfizierten CA1-Neurons (A2, Balken: 10 µm). Quantifizierung der „dendritic spine“-Dichte in 
basalen, mid-apikalen (mid) und apikalen Dendriten in CA1-Neuronen nach Knock down bzw. Substitution von 
PFN2a gegen YFP-mPFN2a (2.13 YFP-mPFN2a), YFP-mPFN2a R74E (2.13 YFP-mPFN2a R74E) und YFP 
mPFN2a Y29,133S (2.13 YFP-mPFN2a Y29,133S) durch das „Knock down & Knock in“-System (B, Signifikanz-
Analyse per t-Test relativ zu GFP-F-positiven WT-Neuronen, p-Wert < 0,05, übernommen aus Michaelsen, Murk et 
al., manuscript in preparation).  
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Analog zu der Bestimmung der dendritischen Komplexität konnten durch das „Knock down & Knock in“-
Vektorsystem in unabhängigen Ansätzen reproduzierbare Messwerte bezüglich der Dichten der „dendritic 
spines“ erzielt werden. Die Analysen ergaben, dass die Dichte der „dendritic spines“ in den mid-apikalen 
und basalen Dendriten von PFN2a-defizienten Neuronen im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant 
erniedrigt ist. Dieser Rückgang in der Dichte der „dendritic spines“ blieb aus, wenn anstelle des 
endogenen PFN2a RNAi-resistentes YFP-PFN2a in den CA1-Neuronen exprimiert worden war. Hingegen 
führte die Expression der PFN2a-Aktin-Bindungsmutante mPFN2a R74E in dem Maße zu einer 
reduzierten Dichte der „dendritic spines“, wie sie zuvor in PFN2a-defizienten CA1-Neuronen beobachtet 
wurde. Die Substitution des endogenen PFN2a gegen die Poly-Prolin-Bindungsmutante mPFN2a 
Y29,133S führte im Gegensatz zu den übrigen Ansätzen zu einer signifikanten Erhöhung der dendritic 
spine-Dichte in den mid-apikalen bzw. basalen Dendriten. In den apikalen Dendriten ist allerdings kein 
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den verschieden behandelten Neuronen zu erkennen. 
 
Die morphologischen Analysen der CA1-Neuronen zeigen, dass das in dieser Arbeit entwickelte „Knock 
down & Knock in“-System funktionell ist. Mit diesem System war es erstmals möglich, Profilin-Varianten 
praktisch separat in neuronalen Zellen zu untersuchen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass 
PFN2a Aktin-abhängig die dendritische Morphologie moduliert. 
 
3.3.9 Isolierung endogener Profilin-2a-Liganden per Intein-Affinitätschromatographie 
 
Um weitere Rückschlüsse auf die möglichen Funktionen von PFN2a im ZNS ziehen zu können, wurde 
eine Affinitätschromatographie endogener Profilin-Liganden durchgeführt. Anstelle von irreversibel 
immobilisiertem Profilin wurde in dieser Arbeit das in Kapitel 3.3.6 beschriebene Intein-PFN2a 
verwendet. Im Gegensatz zu anderen Affinitätschromatographie-Methoden wurden bei diesem Verfahren 
nicht die Matrix-gebundenen Liganden, sondern die nach Spaltung des Intein-Fusionsproteins 
freigesetzten Profilin-Ligandenkomplexe analysiert. Dadurch wird die Gefahr einer Kontamination mit 
Proteinen, die falsch-positiv an die Matrix binden, erheblich reduziert.  
Aus Mäusen gewonnenes Hirn-Lysat wurde zur Absorption unspezifisch bindender Proteine zuvor mit 
einer Chitin-Matrix inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe des Lysates zu Intein-PFN2a, das an eine 
Chitin-Matrix gebunden vorlag. Nach intensivem Waschen wurde die Autoproteolyse des Intein-Profilins 
ausgelöst und anschließend die Profilin-Liganden-Komplexe eluiert. Die Präsenz von Profilin-Liganden 
im Lysat und Eluat wurde im Western Blot unter Verwendung spezifischer Antikörper gezeigt (Abb. 
3.35). Zum Nachweis einer Beteiligung von PFN2a an der Endocytose und Exocytose wurden Antikörper 
gegen Dynamin 1 und Synapsine, Proteine des Vesikeltransports (s. Einleitung), verwendet.  
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Weiterhin wurden neben Aktin die Profilin-Liganden Mena und Gephyrin, die in Postsynapsen 
lokalisieren (s. Einleitung), nachgewiesen (Bausen et al., 2006; Rostaing et al., 2006). Die Immunblots 
gegen Vinculin und Tubulin, die beide nicht an Profilin binden und daher als Negativkontrollen dienten, 
waren erwartungsgemäß negativ (Abb. 3.36). 
 
Abb. 3.35: Immunchemischer Nachweis von Profilin 2a-Liganden nach Affinitätschromatographie mit Intein-
Profilin 2a 
Profilin-Liganden wurden mittels Intein-Profilin 2a aus Maushirn-Lysaten extrahiert und nach Spaltung des Profilin-
Fusionsproteins im Western Blot mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Dargestellt sind die Lysate (L) vor 
Auftrag auf die Intein-Profilin 2a-Chitin-Matrix und die Eluate (E) nach Spaltung der Intein-Profilin-Fusionproteine. 
Nachgewiesen wurden Aktin, Dynamin 1, Synapsin 1 und 2, Mena und Gephyrin mit spezifischen Antikörpern (s. 
Material und Methoden).  
 
Mittels dieser Methode konnten die beschriebenen Interaktionen von PFN2a mit Dynamin 1 und den 
Synapsinen 1 und 2 verifiziert werden (Witke et al., 1998; Gareus et al., 2006). Die Western-Blot-Analyse 
zeigt außerdem erstmals, dass PFN2a nicht alle Varianten der Synapsine 1 und 2 zu binden vermag. 
Neben Aktin konnten außerdem die Profilin-Liganden Mena und Gephyrin im Eluat identifiziert werden. 
Somit konnten per Affinitätschromatographie nicht nur, wie zuvor gezeigt, Effektoren von Endocytose 
und Exocytose, sondern auch Profilin-Liganden aus den Postsynapsen isoliert werden.  
 
Abb. 3.36: Immunchemische Analyse von Vinculin und 
Tubulin nach Affinitätschromatographie mit Intein-
Profilin 2a 
Die Kontrollproteine Vinculin und Tubulin waren in den 
isolierten Proteinkomplexen erwartungsgemäß nicht 
nachweisbar. Die verwendeten Antikörper sind in Material 
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3.4 Analyse von Profilin 1 und 2a in nicht-neuronalen Zellen 
 
Die in dieser Arbeit mit dem „Knock down & Knock in“-Vektorsystem erzielten Resultate deuten auf eine 
Rolle von PFN2a in der Aktin-abhängigen Organisation von Dendriten und „dendritic spines“ hin. Diese 
Resultate führten wiederum zu der Frage, ob PFN2a nicht als Aktin-Regulator Funktionen von PFN1 
übernehmen kann. Völlig unerwartet konnten durch Untersuchungen von PFN2a im Huhn Erkenntnisse 
gewonnen werden, die auf eine solche Funktionsübernahme durch endogenes PFN2a schließen lassen. 
 
3.4.1 Konservierung der Profilin-Isoformen 1 und 2a in Vertebraten  
 
Vergleichende Sequenzanalysen von Profilinen aus verschiedenen Phyla zeigen eine nur begrenzte 
Homologie (Pollard & Quirk, 1994, Polet et al., 2007). Homologie-Analysen, bei denen zunächst nur die 
murinen Profilin-Isoformen 1 und 2a mit entsprechenden Homologen aus anderen Vertebraten verglichen 
wurden, ergaben, dass PFN1 innerhalb der Mammalia hochkonserviert ist (Tab. 3.4).  
 
Tab. 3.4: Konservierung der Profilin-Isoformen 1 und 2a innerhalb der Chordata 
 Homo  Rattus Bos  Gallus Xenopus Danio  
PFN1  95  99  96  76  54  60  
PFN2a  98  96  99  99  80  82  
% Homologie relativ zu mPFN1 bzw. mPFN2a 
 
In anderen Vertebraten ist PFN1 aber weit weniger konserviert. Hingegen sind die PFN2a-Homologe 
nicht nur innerhalb der Mammalia, sondern auch in den anderen Klassen der Vertebraten hochkonserviert. 
Es ist insbesondere überraschend, dass PFN2a in den relativ weit entfernten Spezies Maus und Huhn 
nahezu identisch vorliegt, während PFN1 in diesen Organismen mit 76% eine geringere Sequenzidentität 
aufweist (Tab.3.4, grau unterlegt). Aufgrund dieser bemerkenswerten Sequenzidentität der PFN2a-
Isoformen von Maus und Huhn wurden die Aminosäure-Sequenzen von PFN1 und PFN2 aus Maus und 
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Abb. 3.37: Sequenzvergleiche der Profilin-Isoformen 1und 2a aus Maus und Huhn 
Nicht konservierte Aminosäuren sind in rot hervorgehoben. chPFN1 und mPFN1 unterscheiden sich insbesondere in 
den Zentren und C-Termini (A). Die Aminosäure-Sequenzen von chPFN2a und mPFN2a sind mit Ausnahme eines 
konservativen Austausches an Position 38 identisch (B). 
 
Die Sequenzunterschiede zwischen Hühner-Profilin 1 (chPFN1) und Maus-Profilin 1 befinden sich vor 
allem im Zentrum und nahe des C-Terminus der Moleküle (Abb. 3.37 A). Hingegen existiert zwischen 
Hühner-Profilin 2a (chPFN2a) und Maus-Profilin 2a nur ein konservativer Austausch der Aminosäure 38 
(Abb. 3.37 B). Diese Sequenzvergleiche deuten daraufhin, dass PFN2a wohl im Laufe der Evolution 
innerhalb der Vertebraten in weit höherem Maße als PFN1 konserviert blieb. Aufgrund der bisherigen 
Analysen von PFN2a in Mäusen war zunächst davon auszugehen, dass PFN2a auch in Vertebraten 
außerhalb der Säuger spezifische Funktionen im ZNS übernimmt. Die im Folgenden beschriebenen 
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3.4.2 Identifikation von Profilin 1 und 2a in Hühnerfibroblasten  
 
Während der Charakterisierung Profilin-Isoform-spezifischer Antikörper wurden in Western Blot-
Analysen neben rekombinanten Profilinen und Extrakten muriner Organe mit bekanntem Profilin-Gehalt 
auch Lysate aus kultivierten Hühnerfibroblasten eingesetzt. Mit dem in Kapitel 3.1.1 vorgestellten 
affinitätsgereinigten Antiserum #361 konnte im Western Blot Isoform-spezifisch PFN2a nicht nur 
erwartungsgemäß im Maushirn, sondern auch überraschend in Hühnerfibroblasten nachgewiesen werden 
(Abb. 3.38 B). Mit diesem Ergebnis wurde erstmals PFN2a in nicht-neuronalen Zellen nachgewiesen. 
Mit der Identifikation von PFN2a in Hühner-Fibroblasten stellte sich die Frage, welche Funktion ein für 
das ZNS von Mammalia spezifisches Protein in Zellen ohne neuronale Strukturen wahrnimmt. Aufgrund 
der biochemischen Eigenschaften von PFN2a war es naheliegend, zu postulieren, dass PFN2a in 
Hühnerfibroblasten die Aufgabe des in Mammalia ubiquitär exprimierten PFN1 übernehmen könnte. 
Daher wurden Analysen zu seiner Expression und Lokalisation im Vergleich zu Profilin 1 durchgeführt. 
 
Abb. 3.38: Nachweis von chPFN1 und chPFN2a durch Profilin-Isoform-spezifische Antikörper 
In Western Blot-Analysen mit rekombinantem chPFN1, mPFN1, chPFN2a sowie Lysaten aus Hühnerfibroblasten, 
Maus-Fibroblasten und Maushirn wurde der monoklonale Antikörper 1A11 (A) sowie das affinitätsgereinigte 
Antiserum #361 (B) verwendet. 1A11 bindet ein N-terminales Epitop, das weitgehend zwischen chPFN1 und 
mPFN1 konserviert und Oberflächen-exponiert ist. Mittels dieser Antikörper wird die Co-Expression von chPFN1 
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Für dieses Vorhaben war der Einsatz von Antikörpern notwendig, die im Western Blot spezifisch chPFN1 
nachweisen können. Dies gelang nicht mit dem in Kapitel 3.1.3 detailliert vorgestellten Antikörper 2C5, 
da dessen Epitop zwischen mPFN1 und chPFN1 divergent ist. Alternativ konnte der monoklonale 
Antikörper 1A11 eingesetzt werden. Dieser Antikörper bindet ein Epitop, das in chPFN1 und mPFN1, 
aber nicht in PFN2a, konserviert vorliegt (Abb. 3.38 A). Western Blot-Analysen mit rekombinanten 
Profilinen, in denen der Antikörper 1A11 chPFN1 und mPFN1 bindet, bestätigen diese Vorhersage. 
PFN2a wird erwartungsgemäß nicht von diesem Antikörper erkannt. Folglich wurden Extrakte aus Maus- 
und Hühnerfibroblasten sowie Maushirn mit dem Antikörper 1A11 auf PFN1 untersucht. Hierbei zeigte 
sich, dass durch den Antikörper 1A11 die Expression von chPFN1 in Hühnerfibroblasten nachweisbar 
war. Zur Funktionsanalyse dieser co-exprimierten Profilin-Isoformen waren somit weitere Experimente 
notwendig. Zunächst wurde damit begonnen, die Expressionsmuster der Profilin-Isoformen in anderen 
Geweben des Huhns zu bestimmen. 
 
3.4.3 Bestimmung der Expressionsmuster von Profilin 1 und 2a in pränatalen und adulten 
Geweben des Huhns 
 
Die Expression von chPFN2a in Hühnerfibroblasten könnte ein Hinweis darauf sein, dass PFN2a im Huhn 
Funktionen von PFN1 ausüben kann. In diesem Fall sollten sich die Expressionsmuster von PFN1 und 
PFN2a in Huhn und Maus gravierend unterscheiden: PFN2a sollte nicht nur auf das zentrale 
Nervensystem und, wie gezeigt, auf embryonale Fibroblasten beschränkt sein, sondern analog zu mPFN1 
ubiquitär zu finden sein. Daher wurden aus Hühnerembryonen des Entwicklungstages 15 (E15) und 
adulten Hühnern Organe präpariert, homogenisiert und mit gleichen Proteinmengen in Western Blot 
Analysen untersucht. Die für die endogenen Profiline erhaltenden ECL-Signale wurden densitrometrisch 
vermessen und anhand einer Kalibrierungsreihe mit definierten Mengen an rekombiantem chPFN1 bzw. 
chPFN2a quantifiziert (Abb. 3.39 & 3.40, Tab. 3.5 & 3.6). 
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Abb. 3.39: Expressionsmuster der Profiline 1 und 2a in Organen des adulten Huhns 
Organextrakte adulter Hühner wurden in gleichen Proteinmengen durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western 
Blot mit den Profilin-Isoform spezifischen Antikörpern 1A11 und #361 analysiert (links). Die Quantifizierung 
erfolgte per Densitrometrie anhand von Kalibrierungsreihen mit rekombinantem Profilin (Tabelle 3.5). 
 
In allen Extrakten adulter Organe konnte chPFN2a in unterschiedlichen Mengen nachgewiesen werden, 
während chPFN1 in Milz und Niere sowie in geringen Mengen in Glattmuskel und Leber festgestellt 
werden konnte. In Skelett- und Herzmuskel konnte bei den eingesetzten Extrakt-Mengen kein chPFN1 
nachgewiesen werden. Besonders hervorzuheben ist, dass ungleich zur Co-Expression von PFN1 und 
PFN2a im murinen ZNS der Anteil an chPFN1 im Gehirn des Huhns so gering ist, dass unter diesen 
Bedingungen nur chPFN2a nachweisbar war. In allen untersuchten adulten Organen, in denen beide 
Profilin-Isoformen nachgewiesen werden konnten, war mehr chPFN2a als chPFN1 vorhanden. 
Im Gegensatz zu dem Expressionsmuster der Profiline in adulten Geweben konnte in allen getesteten 
Extrakten pränataler Organe chPFN1 und auch chPFN2a identifiziert werden (Abb. 3.40). Abgesehen vom 
Anteil des chPFN2a im Gehirn überwog in allen anderen Organen chPFN1 (Tab. 3.5). Diese Western 
Blot-Analysen zeigen somit, dass in den sich entwickelnden Organen des Embryos chPFN1 vorherrschend 
exprimiert wird. Die Messungen der Profilin-Anteile in pränatalen und adulten Organen legen nahe, dass 
zu einem unbekannten Zeitpunkt während oder nach der Embryonalentwicklung ein Wechsel von chPFN1 
hinzu chPFN2a als vorherrschende Profilin-Isoform stattfindet. 
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Abb. 3.40: Expressionsmuster der Profiline 1 und 2a in pränatalen Organen des Huhns 
Analog zu Abb. 3.42 wurden Extrakte aus pränatalen Organen (E15) des Huhns durch SDS-PAGE aufgetrennt, im 
Western Blot analysiert (links) und quantifiziert (Tabelle 3.6). Zu diesem Zeitpunkt werden beide Profiline ubiquitär 
exprimiert. Allerdings wird mit Ausnahme des Gehirns in den Geweben die Mehrheit des Gesamtprofilins von 
chPFN1 gebildet.  
 
Die unterschiedlichen Expressionsmuster legen nahe, dass PFN2a allgemein im Huhn die Aktin-Dynamik 
reguliert, während chPFN1 vor allem in der Entwicklung spezialisierte Funktionen wahrnimmt. Zur 
Untersuchung einer möglichen funktionellen Diversität von chPFN1 und chPFN2a wurden primäre 
Hühnerfibroblasten als Zellsystem für weitere Analysen eingesetzt. 
 
3.4.4 Lokalisation und Expression der Profilin-Isoformen 1 und 2a in Hühnerfibroblasten 
 
Um erste Hinweise zu erhalten, ob die Profilin-Isoformen in Hühnerfibroblasten unterschiedliche 
Aufgaben wahrnehmen, wurden Hühnerfibroblasten nach der Isolation aus Embryonen für 24 h auf 
Deckgläsern kultiviert, anschließend fixiert und die Profiline 1 und 2a sowie F-Aktin gefärbt (Abb. 3.41).  
Entgegen bisheriger Beschreibungen von PFN1 in diversen Zelltypen anderer Organismen ist chPFN1 in 
frisch isolierten Fibroblasten überwiegend im Zellkern konzentriert (Abb. 3.41 Pfeilspitze). Im Gegensatz 
dazu befindet sich chPFN2a nicht nur im Zellkern, sondern lokalisiert außerdem im Cytoplasma. 
Besonders in migrierenden Zellen dekoriert es dort Aktin-Filamente (Abb. 3.41 Pfeile). 
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Abb. 3.41: Differenzielle Lokalisation von 
Profilin 1 und 2a in Hühnerfibroblasten 
24 h kultivierte Fibroblasten (E12) wurden fixiert 
und anschließend chPFN1 (grün) und chPFN2 (rot) 
gefärbt. F-Aktin (blau) wurde unter Verwendung 
von Phalloidin-Alexa647 dargestellt. chPFN1 
lokalisiert überwiegend im Zellkern (Pfeilspitze), 
während chPFN2a im Zellkern und Cytosol 
vorhanden ist. PFN2a dekoriert in migrierenden 





Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass chPFN2a im Gegensatz zu chPFN1 an der Aktin-abhängigen 
Motilität der Fibroblasten beteiligt sein könnte. Allerdings zeigte sich, dass chPFN1 in Hühnerfibroblasten 
kultivierungsbedingt seine Expression und Lokalisation ändert (Abb. 3.42 & Abb. 3.43). 
   
   
Abb. 3.42: Analyse der kultivierungssabhängigen Expression von Profilin 1 und 2a in Hühnerfibroblasten 
Hühnerfibroblasten, die nach Isolierung aus dem Embryo für 24 h oder 96 h in DMEM + 10% FCS kultiviert 
wurden, wurden geerntet, lysiert und im Western Blot mit den Antikörpern 1A11 und #361 analysiert. Anhand einer 
Kalibrierungsreihe mit rekombinantem chPFN1 bzw. chPFN2a wurde der prozentuale Anteil der Profilin-Isoformen 
am Gesamtproteingehalt ermittelt (rechts). 
 
Western Blot-Analysen des Profilin-Gehaltes in primären Hühnerfibroblasten, die für 24 h und 96h in 
serumreichem Medium kultiviert wurden, zeigten, dass sich die Expressionsrate von chPFN1 oder 
chPFN2a während der Kultivierung drastisch verändert:  
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Innerhalb des Zeitraums von 96 h in Kultur hatte sich der chPFN1-Spiegel in den Fibroblasten mehr als 
verdoppelt, während der Anteil an chPFN2a leicht absank (Abb. 3.42, Tab 3.7). 
Durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass chPFN1 nach einer Kultivierung 
von 96 h homogen im Cytoplasma verteilt war, während es in den Zellkernen nur in geringen Mengen 
nachweisbar war (Abb. 3.43, obere Bildreihe). Für chPFN2a konnte keine kultivierungsabhängige 
Lokalisationsänderung festgestellt werden (nicht dargestellt). 
Für die Ermittlung der Bedingungen, die während der Kultivierung diese veränderte Lokalisation von 
chPFN1 auslösen, wurde den Fibroblasten über 48 h das fötale Kälberserum entzogen. In drei 
unabhängigen fluoreszenzmikroskopischen Studien wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten überprüft, 
inwiefern der Serumentzug Einfluss auf die Lokalisation des chPFN1 hat (Abb. 3.43 & Abb. 3.44). 
 
 
Abb. 3.43: Serum-abhängige Lokalisationsänderung von Profilin 1 in Hühnerfibroblasten 
Hühnerfibroblasten wurden nach 96 h Kultivierung in DMEM + 10% FCS für 48 h in serumfreies Medium 
überführt. Anschließend wurden die Zellen fixiert, mit dem Antikörper 1A11 und DAPI gefärbt und konfokal 
aufgenommen (Balken: 10 µm).  
 
Die statistische Auswertung der chPFN1-Lokalisation ergab, dass nach 24 h Serumentzug vermehrt Zellen 
mit chPFN1 im Zellkern auftraten. Nach 48h Serumentzug wies die Mehrheit der Zellen eine 
Akkumulation des chPFN1 in den Zellkernen auf, wie sie zu Beginn der Kultivierung in den isolierten 
Fibroblasten beobachtet werden konnte.  
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Abb. 3.44: Quantifizierung der Serum-abhängigen Lokalisationsänderung von Profilin 1 in kultivierten 
Hühnerfibroblasten 
Statistische Auswertung der Hühnerfibroblasten mit Akkumulation von chPFN1 im Cytosol (blau) und im Zellkern 
(rot) 24 h nach Isolation aus dem Embryo, nach 96 h Kultivierung in serumreichem Medium, nach 24 h bzw. 48 h 
Serumentzug. Die Fehlerbalken basieren auf drei unabhängigen Experimenten (mindestens 220 Zellen pro 
Experiment). 
 
Die Translokation von chPFN1 in das Cytoplasma ist somit reversibel und abhängig von unbekannten 
Bestandteilen des fötalen Kälberserums, das bei der Kultivierung verwendet wurde. Mit der variablen 
Lokalisation von chPFN1 blieb die Hypothese einer funktionellen Diversität von chPFN1 und chPFN2a in 
Hühnerfibroblasten bestehen. 
  
3.4.5 Isoform-spezifische Phosphorylierung von Profilin 2a in Hühnerfibroblasten 
 
Die Serum-abhängige Lokalisationsänderung von PFN1 wirft die Frage auf, über welchen Mechanismus 
eine derart deutliche Lokalisationsänderung zustande kommen kann. Eine Möglichkeit sind post-
translationale Modifikationen der Profiline wie z.B. über Phosphorylierungen. Da für PFN1 und PFN2a in 
Mammalia Phosphorylierungen beschrieben worden sind, wurde untersucht, ob in Hühnerfibroblasten 
chPFN1 und chPFN2a einer solchen Regulation unterliegen (Da Silva et al., 2003; Sathish et al., 2004; 
Shao et al., 2008). Zur Untersuchung einer möglichen in vivo-Phosphorylierung der Profiline wurden 
Hühnerfibroblasten 24 Stunden nach Isolation aus dem Embryo aus Kulturschalen geerntet, lysiert und in 
der 2D-Gelelektrophorese analysiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte zunächst in einem 
immobilisierten pH-Gradienten (pH 3-10) durch eine isoelektrische Fokussierung.  
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Anschließend wurden die Proteine in einer SDS-PAGE gemäß ihrer Molekulargewichte aufgetrennt und 
im Western Blot mit den Antikörpern 1A11 und #361 analysiert (Abb. 3.45). 
 
 
Abb. 3.45: Analyse der in vivo-Phosphorylierung von Profilin in Hühnerfibroblasten 
Zum Nachweis einer möglichen Phosphorylierung von chPFN1 und chPFN2a wurden Lysate von frisch isolierten 
Hühnerfibroblasten durch 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt und im Western Blot mit den Profilin-Isoform-
spezifischen Antikörpern 1A11 und #361 analysiert. chPFN1 wurde gemäß des isoelektrischen Punktes (pI 7,79) und 
Molekulargewichtes nachgewiesen (A1). Die Detektion von chPFN2a im Western Blot ergab mehrere Signale, die in 
Richtung der Anode verschoben waren (A2). Zum Nachweis einer Phosphorylierung wurden die Lysate mit „calf 
intestine phosphatase (CIP)“ behandelt (A3). Die CIP-Behandlung resultierte in einer Verschiebung der chPFN2a-
Signale in Richtung des isoelektrischen Punktes von chPFN2a (pI 6,86).  
 
Der Nachweis von chPFN1 mit dem Antikörper 1A11 ergab ein distinktes Signal im Western Blot gemäß 
des isoelektrischen Punktes von chPFN1 (pI 7,79, Abb. 3.45 A1). Im Gegensatz zum PFN1-Nachweis 
zeigte die Entwicklung mit dem PFN2a-spezifischen Antiserum #361 mehrere Signale für chPFN2a, die 
zudem in Richtung der Anode verschoben waren (Abb. 3.45 A2). Die Existenz eines stärker negativen 
geladenen chPFN2a deutet auf eine Phosphorylierung hin. Zum Nachweis einer Phosphorylierung wurde 
das Fibroblasten-Lysat vor der elektrophoretischen Auftrennung mit der „calf intestine phosphatase (CIP)“ 
inkubiert. Diese Behandlung veränderte die Auftrennung des chPFN2a zu distinkten Signalen, die in 
Richtung des isoelektrischen Punktes von chPFN2a (pI 6,86) verschoben waren (Abb. 3.45 A3). Somit 
konnte in den Hühnerfibroblasten eine Isoform-spezifische Phosphorylierung von chPFN2a nachgewiesen 
werden. Die Lokalisationsänderung des chPFN1 ist folglich nicht abhängig von einer Phosphorylierung. 
In weiteren Analysen sollten in kultivierten Hühnerfibroblasten beide Profilin-Isoformen selektiv mittels 
RNAi ausgeschaltet werden. 
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3.4.6 RNA-Interferenz der Profilin-Isoformen 1 und 2a in Hühnerfibroblasten 
 
Zur Analyse der funktionellen Diversität von PFN1 und PFN2a in Hühnerfibroblasten wurden zunächst 
für jede Profilin-Isoform sechs verschiedene shRNAs auf der Basis des pRNAT U6.3-Vektors eingesetzt. 
Im Gegensatz zu humanen und murinen Zellen konnte mit diesem shRNA-Vektorsystem in keinem der 
Ansätze ein Knock down von Profilin beobachtet werden. Vermutlich ist das Fehlen der RNA-Interferenz 
anhand einer Inkompatibilität des shRNA-produzierenden U6-Promotors zu erklären. Aufgrund von 
Nukleotidaustauschen im „proximal sequence element“ der U6-Promotoren von Huhn und Mensch erfolgt 
die Transkription der shRNAs in Hühnerzellen entweder nicht oder nur ineffektiv (Simmen et al., 1992; 
Domitrovich & Kunkel, 2003). Anstelle von shRNA-Plasmiden mit U6-Promotoren wurde ein 
Vektorsystem in Hühnerfibroblasten verwendet, das auf der Produktion von micro-RNAs (miRNAs) 
basiert. Analog zu shRNAs codieren diese miRNAs für siRNA-Sequenzen, die bei der Prozessierung 
durch die Enzyme Drosha und Dicer entstehen (Meister & Tuschl., 2004). In diversen Studien konnte 
gezeigt werden, dass miRNAs Zielgene effizienter als shRNAs ausschalten können (Boden et al., 2004; 
Silva et al., 2005; Dickins et al., 2005). Der verwendete miRNA-Vektor pcDNA6.2-EmGFP-miR enthält 
die codierende Sequenz der humanen miRNA miR155 unter Kontrolle des CMV-Promotors (Abb. 3.46). 




Abb. 3.46: Darstellung des miRNA-Vektors pcDNA6.2-EmGFP-miR 
Schematische Darstellung des RNAi-Vektors pcDNA6.2-EmGFP miR (oben). Der Vektor codiert für eine 
polycistronische mRNA, die die cDNAs der GFP-Variante EmGFP und der miR155 beinhaltet. Die Position zur 
Insertion genspezifischer Oligonukleotide in die miR155-Sequenz ist in Form einer Lücke dargestellt (links). 
Darstellung der Klonierung bicistronischer miRNA-Plasmide auf der Basis des pcDNA6.2-EmGFP-miR (rechts). 
Die Abbildungen wurden aus dem BlockITTM miR RNAi-Expression Vector-Manual (Invitrogen) übernommen. 
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Eine zusätzliche Eigenschaft dieses RNAi-Vektorsystems ist der polycistronische Aufbau des miRNA-
Transkripts. Über den CMV-Promotor wird eine mRNA generiert, die einerseits die codierende Region für 
das GFP-Reportergen enthält. Außerdem befindet sich in dieser mRNA auch die miRNA miR155, in die 
Profilin spezifische siRNA-Sequenzen eingebracht wurden. Zwar erlaubt dieses RNAi-System aufgrund 
seines Aufbaus keine simultane Substitution des Zielgens wie die in dieser Arbeit entwickelten „Knock 
down & Knock in“-Plasmide, aber in Form eines Kassetten-Systems können mehrere miRNA-Sequenzen 
in den Vektor inseriert werden. Somit werden mittels eines miRNA-Vektors verschiedene Zielgene 
gleichzeitig ausgeschaltet. 
Zum Knock down von chPFN1 bzw. chPFN2a wurden miRNA-Sequenzen in silico ermittelt. Diese 
spezifischen miRNA-Sequenzen für chPFN1 (miRNA 1/1-1/6) und chPFN2 (miRNA 2/1-2/6) wurden in 
Form synthetischer Oligonukleotide in den miRNA-Vektor pcDNA6.2-EmGFP-miR kloniert. Analog zu 
den mPFN1- und mPFN2a-spezifischen shRNA-Vektoren wurden diese miRNA-Vektoren in Co-
Transfektionsexperimenten auf ihre Effizienz getestet (nicht dargestellt). Von diesen zwölf miRNA-
Konstrukten konnten die PFN1-spezifischen Vektoren miRNA 1/3 und miRNA 1/5 sowie die PFN2a-
spezifischen Plasmide miRNA 2/3 und 2/6 effektiv die ektopische Expression von chPFN1 bzw. chPFN2a 
verhindern. Auf der Basis der funktionellen miRNA-Konstrukte 1/5 und 2/3 wurde ein bicistronischer 
Vektor, miRNA 1/5 & 2/3, generiert, mit dem beide Hühnerprofiline gleichzeitig ausgeschaltet werden 
sollten. Die erfolgreiche Unterdrückung der Genexpression von endogenem chPFN1 bzw. chPFN2a wurde 
anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen belegt. Kultivierte Hühnerfibroblasten wurden jeweils 
mit den miRNA-Konstrukten 1/3, 1/5, 2/3, 2/6 sowie 1/5 & 2/3 transfiziert, zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten fixiert und mit Profilin-spezifischen Antikörpern gefärbt. Die Konstrukte miRNA 1/3 und 
miRNA 1/5 inhibieren weitestgehend die Expression von chPFN1, wobei keine negativen Effekte auf die 
chPFN2a-Expression erkennbar waren (Abb. 3.47, obere Bildreihe mit miRNA 1/5-transfizierten Zellen). 
Analog erfolgte mit den Konstrukten miRNA 2/3 und miRNA 2/6 der Knock down von chPFN2a, ohne 
die Expression von chPFN1 offensichtlich zu beeinflussen (Abb. 3.47, mittlere Bildreihe mit miRNA 2/3-
transfizierten Fibroblasten). Analog zu den miRNA-Vektoren, über die die Profilin-Isoformen einzeln in 
ihrer Genexpression inhibiert wurden, konnte mithilfe des bicistronischen miRNA-Vektors 1/5 & 2/3 die 

















Abb. 3.47: Profilin-Isoform- 
spezifischer Knock down von 
Profilin 1 und Profilin 2a in 
Hühnerfibroblasten 
Hühnerfibroblasten wurden mit 
den miRNA-Vektoren miRNA 1/5 
(obere Bildreihe), miRNA 2/3 
(mittlere Bildreihe) und miRNA 
1/5 & 2/3 (untere Bildreihe) 
transfiziert. Acht Tage nach der 
Transfektion wurden die 
Fibroblasten fixiert, chPFN1 bzw. 
chPFN2a gefärbt und konfokal 
mikroskopiert (Balken: 10µm). 
Die eingesetzten miRNA-
Vektoren inhibieren Isoform-
spezifisch die Expression der 
Profiline. Durch den 
bicistronischen Vektor miRNA 1/5 
& 2/3 können beide Profiline 
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Auffällig war bei diesen RNAi-Experimenten, dass die Hühner-Profiline die nahezu gleiche Halbwertszeit 
besaßen wie die zuvor untersuchten Mammalia-Profiline. Endogenes chPFN1 ist wie hPFN1 in HeLa-
Zellen 96 h nach der Transfektion kaum noch nachzuweisen. Analog zu neuronalem mPFN2a tritt der 
Knock down von chPFN2a erst acht Tage nach Transfektion ein. Für funktionelle Analysen wurden 
demnach Fibroblasten acht Tage nach deren Transfektion mit den miRNA-Vektoren verwendet. Als 
Kontrollzellen dienten Fibroblasten, die in diesem Zeitraum eine β-Galactosidase (lacZ)-spezifische 
miRNA produzierten. Diese miRNA besitzt keine nennenswerte Homologie zu eukaryontischen Genen 
und diente somit als „nonsense“-Kontrolle. Mit diesem Vektorsystem ist es möglich, in primären 
Hühnerfibroblasten spezifisch die Expression von chPFN1 und/oder chPFN2a zu inhibieren. In den 
folgenden funktionellen Analysen wurde der Einfluss der Profilin-Isoformen auf Aktin-abhängige 
Prozesse näher untersucht. 
 
3.4.7 Untersuchung der Funktionen von Profilin 1 und Profilin 2a in Aktin-abhängigen Prozessen 
kultivierter Hühnerfibroblasten 
 
Zur Analyse der Funktionen von chPFN1 und chPFN2a wurden die RNAi-behandelten Fibroblasten in 
Experimenten untersucht, die eine effizient ablaufende Aktin-Dynamik erfordern. In einem „spreading-
assay“ wurde analysiert, inwiefern der Verlust der Profilin-Isoformen die Anheftung und Rekonstitution 
der Zellmorphologie nach enzymatischer Dissoziation beeinflusst. Weiterhin wurde in einem Chemotaxis-
Experiment der Effekt des Profilin-Verlustes auf die gerichtete Bewegung der Fibroblasten getestet. 
 
3.4.8 Analyse des Matrix-Kontaktes Profilin-defizienter Fibroblasten 
 
Für die Untersuchung der Adhäsion und des anschließenden Ausbreitens Profilin-defizienter Fibroblasten 
wurden die Zellen mittels Trypsin-Behandlung von ihrem Substrat gelöst und auf Collagen-beschichtete 
Deckgläsern ausgesät. Nach 30 Minuten wurden die Fibroblasten fixiert, das Aktin-Cytoskelett gefärbt 
und in fluorezenzmikroskopischen Analysen der Anteil angehefteter und ausgebreiteter Zellen bestimmt. 
Transfizierte Zellen wurden in drei unabhängigen Experimenten hinsichtlich ihrer Morphologie und des 
Zustandes des Aktin-Cytoskeletts in zwei Kategorien unterteilt (Abb. 3.48, links): Flache, weit 
ausgebreitete Zellen mit deutlich erkennbaren Aktin-Filamenten (Gruppe 1) und kompakte Zellen, die 
höchstens rudimentär über Aktinbündel verfügen (Gruppe 2, Abb. 3.48 links). Die statistische Auswertung 
zur Gruppe 1 gehöriger Fibroblasten ergab, dass sich chPFN1 defiziente Fibroblasten in der 
Geschwindigkeit der Anheftung und Ausbreitung nicht signifikant von den Kontrollzellen unterscheiden.  
Hingegen weisen Fibroblasten, deren chPFN2a-Gehalt durch RNAi drastisch reduziert wurde, unter diesen 
Bedingungen eine statistisch signifikante Verzögerung dieser Prozesse auf.  
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Bei Fibroblasten, in denen beide Profilin-Isoformen ausgeschaltet wurden sank im Vergleich zu den 
Kontrollzellen der Anteil ausgebreiteter Zellen um ca. 50% (Abb. 3.48, rechts). 
 
  
Abb. 3.48: Anheftungsverhalten von Hühnerfibroblasten nach Knock down von PFN1 und/oder PFN2a 
Mit RNAi-Vektoren transfizierte, primäre Hühnerfibroblasten wurden auf Collagen-beschichteten Deckgläsern 
ausgesät und nach 30 Minuten fixiert. Anschließend wurde das Mikrofilamentsystem mit Phalloidin-Alexa546 
gefärbt (links). Für die Auswertung wurden die Fibroblasten anhand ihrer Morphologie in zwei Kategorien unterteilt: 
Flache, ausgebreitete Zellen (Gruppe 1), die sich von kompakten, nicht ausgebreiteten Zellen (Gruppe 2) deutlich 
unterscheiden. Exemplarisch sind entsprechend kategorisierte Fibroblasten dargestellt (links). Der Anteil 
ausgebreiteter Zellen (Gruppe 1) wurde in drei unabhängigen Experimenten ermittelt und statistisch ausgewertet 
(rechts, mindestens 423 Zellen pro Experiment, statistische Auswertung per t-Test, p < 0,05).  
 
Somit scheinen beide Profilin-Isoformen unter den gewählten Bedingungen in Hühnerfibroblasten an der 
Adhäsion und der Regulation der Zellmorphologie beteiligt zu sein, jedoch in unterschiedlichem Ausmaß. 
Obwohl die chPFN1-Menge in den kultivierten Fibroblasten doppelt so hoch ist wie der natürliche 
chPFN2a-Gehalt, kann chPFN1 offenbar nur unvollständig den Verlust von chPFN2a kompensieren. 
Hingegen ist die Präsenz von chPFN2a allein für ein normales Anheftungsverhalten der Fibroblasten 
ausreichend. Die in diesem Experiment beobachteten Defekte im Anheften und Ausbreiten der Zellen 
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3.4.9 Analyse der Anheftungsstrukturen Profilin-defizienter Hühnerfibroblasten 
 
Fibroblasten bilden in Zellkultur sogenannte Fokalkontakte aus, mit denen die Zellen Kontakt zur 
extrazellulären Matrix halten. Fokalkontakte bestehen aus hochkomplexen Proteinaggregaten, in denen 
Vinculin ein prominentes Strukturprotein darstellt. Zur Untersuchung von Veränderungen in den Zell-
Matrix-Kontakten wurde in Profilin-defizienten Hühnerfibroblasten daher Vinculin als Marker für 
Fokalkontakte nachgewiesen (Abb. 3.49, oben). Anschließend wurden in fluoreszenzmikroskopischen 
Analysen die Flächen von insgesamt 1000 Vinculin-positiven Fokalkontakten aus mindestens 47 Zellen 
bestimmt (Abb. 3.49 unten).  
Die Darstellung aller gemessenen Fokalkontakt-Flächen in einem Histogramm zeigt, dass sich die 
verschiedenen Flächen der Fokalkontakte in den Kontrollzellen über einen großen Bereich erstreckten. 
Vergleiche der Fokalkontakte zeigten, dass sich die Flächen der Zell-Matrix-Kontakte von chPFN1-
defizienten Zellen (Maximum bei 80-100 pixel2) nur in geringem Umfang von denen der Kontrollzellen 
(Maximum bei 120 pixel2) unterscheiden (Abb. 3.49, unten). Der Verlust von chPFN2a führte hingegen zu 
einer erhöhten Anzahl kleinerer Fokalkontakte (Maximum bei 60-80 pixel2), während gleichzeitig die 
Anzahl großflächiger Anheftungsstrukturen verringert war. In Hühnerfibroblasten, in denen die 
Expression beider Profiline inhibiert wurde, trat neben dem Verlust großflächiger Fokalkontakte der Trend 
zu kleineren Fokalkontakten weiter verstärkt auf. Aufgrund dieser Veränderungen in den Zell-Matrix-
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Abb. 3.49: Analyse der Fokalkontakte Profilin-defizienter Hühnerfibroblasten 
In miRNA-Vektor-transfizierten Hühnerfibroblasten wurde das in Fokalkontakten enthaltene Vinculin unter 
Verwendung des hVin1-Antikörpers (rot) gefärbt. Die Peripherie der Fibroblasten wurde mittels konfokaler 
Mikroskopie aufgenommen (Balken: 10 µm). Exemplarisch sind Fokalkontakte GFP-positiver Zellen mit Pfeilen 
bzw. in untransfizierten Zellen mit Pfeilspitzen markiert (oben). Die Flächen der Fokalkontakte in Quadratpixeln 
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3.4.10 Analyse der gerichteten Bewegung von Profilin-defizienten Hühnerfibroblasten 
 
Die gerichtete Bewegung der Profilin-defizienten Fibroblasten wurde durch die Generierung eines 
Nährstoffgradienten stimuliert. Hierfür wurden die transfizierten Zellen über Nacht einem Serumentzug 
ausgesetzt. Anschließend wurden die Fibroblasten in serumfreiem Medium in Zellkultureinsätze (Greiner 
bio-one) ausgesät, deren Böden aus einer transparenten Membran mit 8 µm breiten Poren bestehen. Diese 
Zellkulturansätze wurden in Kulturschalen überführt, so dass sich auf der Unterseite Serum-reiches 
Medium befand. Aufgrund des entstehenden Serumgradienten bewegten sich die Fibroblasten 
chemotaktisch zur Unterseite der Membran. Nach 6 h wurden die Zellen sowohl auf der Oberseite als auch 
der Unterseite der Membran fixiert und mit DAPI gefärbt. Für die statistische Auswertung von GFP-
positiven migrierten Fibroblasten wurden in drei unabhängigen Experimenten die Zellzahlen durch 
konfokale Mikroskopie bestimmt. Die optischen Schnittebenen wurden derart gewählt, dass pro Sichtfeld 
oberhalb und unterhalb der Membran die Zellen erfasst werden konnten (Abb. 3.50).  
Die Mehrheit der chPFN1-defizienten Fibroblasten ist offenbar in der Lage, dem Serumgradienten zu 
folgen. Dies wird durch die statistische Auswertung aller Versuchsansätze bestätigt, bei der die 
Unterschiede zwischen den chPFN1-defizienten Fibroblasten und den Kontrollzellen äußerst gering sind 
(Abb. 3.50). Hingegen wurde die Migration der Fibroblasten durch den Verlust von chPFN2a statistisch 
signifikanten verzögert. Analog zu den vorherigen Experimenten ist die Migration von Fibroblasten, die in 
denen die Expression von chPFN1 und chPFN2 inhibiert wurde, am deutlichsten eingeschränkt. 
Entsprechend der vorherigen Resultate aus den Analysen der Zell-Matrix-Kontakte wird anhand dieses 
Migrationsexperimentes deutlich, dass beide Profiline in die Zellwanderung involviert sind.  
Aber auch in der Zellmigration ist PFN2a wohl von größerer Bedeutung, da es für einen ungestörten 
Ablauf der Zellmigration ausreichend zu sein scheint. 
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Abb. 3.50: Analyse der chemotaktischen Bewegung von Profilin-defizienten Hühnerfibroblasten 
Die chemotaktische Bewegung Profilin-defizienter Fibroblasten wurde über einen Serumgradienten mit Hilfe von 
Zellkultureinsätzen analysiert. Nach 6 h Migration wurden die Fibroblasten in beiden Kammern der Einsätze fixiert 
und mit DAPI gefärbt. Die Wanderung der Fibroblasten ist exemplarisch anhand chPFN1-defizienter Zellen 
dargestellt (oben). Für die statistische Auswertung des Anteils migrierter Zellen wurden pro Sichtfeld die 
Fibroblasten oberhalb und unterhalb der Membran mittels konfokaler Mikroskopie erfasst (unten). Die Fehlerbalken 
resultieren aus drei unabhängigen Experimenten (mindestens 220 Zellen pro Experiment, statistische Auswertung per 
t-Test, p < 0,05).  




Profiline sind kleine G-Aktin bindende Proteine, die den Nukleotidaustausch der Aktin-Monomeren 
beschleunigen und diese an die Enden wachsender Aktin-Filamente übertragen, (Jockusch et al., 
2007). Da diese Funktionen für die Aktin-Dynamik aller eukaryontischen Zellen essentiell sind, sind 
die Gründe für die Existenz verschiedener Profilin-Isoformen weitestgehend unbekannt. Im Fall der 
fünf in Mammalia exprimierten Profilin-Isoformen wurden bisher Profilin 1 (PFN1) und Profilin 2a 
(PFN2a) näher untersucht. Beide Isoformen werden im zentralen Nervensystem co-exprimiert und 
besitzen in vitro ähnliche biochemische Eigenschaften (Lambrechts et al., 1995, 1997; Witke et al., 
2001). Obwohl beide Profilin-Isoformen eine Vielzahl von Liganden gemein haben (Witke, 2004), 
werden für PFN1 und PFN2a unterschiedliche zelluläre Funktionen in der Neuritogenese, Modulation 
der Neurotransmitter-Ausschüttung und synaptischen Plastizität postuliert (Ackermann & Matus, 
2003, Lambrechts et al., 2006; Pilo-Boyl et al., 2007). Allerdings basiert diese Hypothese zur 
funktionellen Diversität von PFN1 und PFN2a auf Studien, in denen meistens nur eine Profilin-
Isoform detailliert analysiert wurde.  
Ein Bestandteil dieser Arbeit war die Analyse der Lokalisation von PFN1 und PFN2a in verschiedenen 
neuronalen Zellen über Isoform-spezifische Antikörper. Im Gegensatz zu vorherigen 
immunhistochemischen Analysen (Neuhoff et al., 2005; Pilo-Boyl et al., 2007), wurde hierbei die 
Lokalisation beider Isoformen gleichzeitig untersucht. Darüber hinaus sollte die Beteiligung von PFN1 
und PFN2a an neuronalen Prozessen durch funktionelle Analysen untersucht werden. Zu diesem 
Zweck wurde ein Vektor-gestütztes RNAi-System entwickelt, mit dem Profilin nicht nur Isoform-
spezifisch ausgeschaltet, sondern direkt in Zellen gegen z.B. Profilin-Bindungsmutanten substituiert 
werden kann. Durch diese Vorgehensweise wurden Limitierungen umgangen, mit denen bisherige 
Überexpressionsexperimente mit Profilin verbunden waren. Die begrenzte Aussagekraft von 
bisherigen Überexpressionsexperimenten mit Profilin ist dadurch bedingt, dass exogene Profiline nicht 
zwangsläufig die Funktion des endogenen Profilins beeinträchtigen. So werden bei 
Überexpressionsexperimenten meist durch die Erhöhung der Profilin-Menge bedingte Phänomene wie 
z.B. eine erhöhte Bildung und Stabilität von Aktin-Filamenten in Zellen beobachtet (Finkel et al., 
1994; Rothkegel et al., 1996). Für die Untersuchung der Tumor-Suppressor-Funktion von Profilin in 
Brustkrebszellen war eine solche experimentelle Vorgehensweise geeignet, da diese Tumorzellen 
einen niedrigeren Profilin-Spiegel als untransformierte Zellen aufweisen, was mit ihren tumorigene 
Eigenschaften korreliert. Mithilfe einer artifiziellen Erhöhung der PFN1-Konzentration in diesen 
Zellen konnte der Einfluss von Profilin auf Aktin-abhängige Prozesse analysiert werden (Janke et al., 
2000; Wittenmayer et al, 2004, Zou et al., 2007). Für die Untersuchung von Profilin in Neuronen ist 
eine solche Vorgehensweise nicht unbedingt geeignet, denn aus Experimenten mit stabil PFN1-
transfizierten Neuroblastoma-Zellen ist bekannt, dass die Auswirkungen des exogenem Profilins auf 
die Neuritogenese in Abhängigkeit des individuellen Expressionsniveaus variieren (Lambrechts et al., 
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2006). Im Gegensatz zu diesen Analysen konnte erstmals durch den Knock down von endogenem 
PFN2a Profilin-Bindungsmutanten direkt in Zellen untersucht werden. Zusätzlich konnten durch 
verschiedene biochemische und zellbiologische Analysen im Huhn neue Erkenntnisse zur 
funktionellen Diversität von PFN1 und PFN2a gewonnen werden. 
 
4.1 Profilin 1 und Profilin 2a in Neuronen 
 
Die bisherigen, unabhängig voneinander durchgeführten Studien zur Funktion von PFN1 oder PFN2a 
in Synapsen ließen keine eindeutige Schlussfolgerung zu, ob eine Profilin-Isoform überwiegend in 
synaptische Prozesse involviert ist (Jockusch et al., 2007). Dieser Fragestellung konnte durch die 
gleichzeitige Darstellung von PFN1, PFN2a und Synapsin als synaptischem Marker in kultivierten 
Neuronen nachgegangen werden. Trotz der Fähigkeit in vitro synaptische Proteine zu binden 
(Mammoto et al., 1998; Wang et al., 1999; Myiagi et al., 2002, Giesemann et al., 2003), wurde PFN1 
nur vereinzelt in den Synapsen hippocampaler Neurone nachgewiesen. Dies stimmt prinzipiell mit 
Resultaten aus immunhistochemischen Studien überein, in denen die Lokalisation von endogenem 
PFN1 in einzelnen Synapsen des Hippocampus, Neocortex und Cerebellum nachgewiesen werden 
konnte (Neuhoff et al., 2005). Die gleichzeitige Detektion von PFN2a zeigt allerdings, dass im 
Vergleich zu PFN1 PFN2a vorwiegend in synaptischen Strukturen lokalisiert. Somit scheint PFN2a 
die vorherrschende Profilin-Isoform in Synapsen zu sein. Allerdings kann anhand von 
Immunfluoreszenzstudien einzig mit Synapsin als synaptischem Marker keine gesicherte Aussage über 
die prä- und postsynaptische Verteilung von PFN2a getroffen werden. 
Aufgrund der Assoziation von PFN2a mit Effektoren von Endocytose und Exocytose wurde in einigen 
Studien postuliert, dass PFN2a überwiegend in präsynaptischen Kompartimenten Funktionen 
übernimmt (Witke et al., 1998; Gareus et al., 2006; Pilo-Boyl et al., 2007). Analog zu Witke et al. 
(1998) konnte in Affinitätschromatographie-Experimenten die Bindung von PFN2a an Dynamin 1 
sowie Synapsin- nachgewiesen werden. Allerdings wurde im gleichen experimentellen Ansatz auch 
die Bindung von PFN2a an postsynaptische Proteine wie Gephyrin und Mena bestätigt (Giesemann et 
al., 2003; Rostaing et al., 2006).  
 
4.1.1 Profilin 2a akkumuliert in inhibitorischen Postsynapsen 
 
Da Profilin das Bindeglied zwischen dem Aktin-Cytoskelett und inhibitorischer Postsynapsen 
darstellen könnte, wurde in dieser Arbeit die Co-Lokalisation von endogenem PFN1 und PFN2a mit 
Gephyrin untersucht (Mammoto et al., 1998; Giesemann et al., 2003). Bindungsstudien mit 
rekombinanten Proteinen kamen zu dem Ergebnis, dass PFN1 und PFN2a über die Aktin-
Bindungsdomäne mit Gephyrin wechselwirken (Giesemann et al., 2003).  
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Prinzipiell konnte in dieser Studie auch die Lokalisation des endogenen Profilins in neuronalen 
Gephyrin-Clustern gezeigt werden. Allerdings konnte aufgrund des kreuzreagierenden Antiserums 
nicht näher bestimmt werden, ob PFN1 und/oder PFN2a in den Gephyrin-Clustern vorhanden ist.  
Gerade diese Fragestellung konnte in dieser Arbeit mit spezifischen Antikörpern in Co-
Lokalisationsexperimenten beantwortet werden. Die Antikörper-Färbungen zeigen die überwiegende 
Akkumulation von endogenem PFN2a in Gephyrin-Clustern. Obwohl PFN1 mit ähnlicher Affinität 
wie PFN2a Gephyrin in vitro bindet (Giesemann et al., 2003), ist diese Profilin-Isoform nur vereinzelt 
in Gephyrin-Clustern lokalisiert. Der Grad der Co-Lokalisation von PFN1 und Gephyrin entspricht der 
bereits erwähnten Lokalisationsstudie, in der ein polyklonales anti-PFN1-Serum verwendet wurde 
(Neuhoff et al., 2005). 
Da in den letzten Jahren die Existenz von synaptischen und extra-synaptischen Rezeptor-Gephyrin-
Komplexen nachgewiesen werden konnte (Jacob et al., 2005; Charrier et al., 2006; Maas et al., 2006), 
wurde in dieser Arbeit untersucht, inwiefern PFN2a auch außerhalb von Synapsen mit Gephyrin co-
lokalisiert. Bei den extra-synaptischen Gephyrin-Clustern wird in Aggregate unterschieden, deren 
Rezeptoren in der Plasmamembran gebunden vorliegen und die sich aktiv entlang der Dendriten 
bewegen (Kneussel & Löbrich, 2007). Echtzeitbeobachtungen und Lokalisationsstudien mit Dynein-
spezifischen Antikörpern haben den Nachweis erbracht, dass die sich aktiv bewegende Rezeptor-
Gephyrin-Cluster Mikrotubuli-abhängig transportiert werden (Maas et al., 2006). Über die 
Gerüstproteine von aktiv transportierten Rezeptoren werden meist auch akzessorische Proteine wie 
z:B. Komponenten von Signalkaskaden oder regulatorische Faktoren gebunden und mittransportiert. 
(Setou et al., 2000; Verhey et al., 2001). Aufgrund der Abwesenheit von PFN2a in extra-synaptischen 
Gephyrin-Clustern liegt die Vermutung nahe, dass PFN2a nicht zusammen mit Rezeptor-Gephyrin-
Komplexen aus dem Soma in die Dendriten transportiert wird. Stattdessen interagiert PFN2a wohl erst 
in den inhibitorischen Postsynapsen mit Gephyrin.  
Diese spezifische Co-Lokalisation mit synaptischem Gephyrin impliziert eine modulierende Wirkung 
von PFN2a auf dynamische Vorgänge  in den inhibitorischen Synapsen. Hingegen ist ein Einfluss von 
PFN2a auf die Anzahl der inhibitorischen Synapsen durch die Modifikation des Mikrofilamentsystems 
nicht zu erwarten, da selbst die vollständige Depolymerisation des Aktin-Cytoskeletts die Anzahl von 
Rezeptor-Gephyrin-Komplexen nicht verändert (Kirsch & Betz, 1995). Dies stimmt mit Analysen von 
PFN2a-defizienten Mäusen überein, in denen die Menge inhibitorischer Synapsen unverändert ist 
(Pilo-Boyl et al., 2007).  
Zur Bestimmung der Funktion von Profilin in inhibitorischen Synapsen ist es notwendig, den direkten 
Einfluss von Profilin auf Gephyrin zu analysieren. Da es sich bei Gephyrin im Gegensatz zu anderen 
Profilin-Liganden, wie z.B. Ena/VASP-Proteinen (s. Einleitung) nicht um ein Mikrofilament-
regulierendes Protein handelt, ist eine direkte Funktion von Gepyhrin-Profilin-Komplexen in der 
Aktin-Dynamik unwahrscheinlich. Denkbar ist, dass Gephyrin analog zu Dynamin 1 durch Profilin in 
seiner Interaktion mit sich selbst oder anderen Liganden reguliert wird (Gareus et al., 2006).  
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Da Profilin eine Domäne des Gephyrins besetzen kann, die die Homodimerisierung des Gephyrins 
vermittelt (Giesemann et al., 2003), könnte durch die Profilin-Bindung die Cluster-Bildung der 
synaptischen Gephyrin-Moleküle beeinflusst werden. Eine andere Hypothese zur Funktion von 
Profilin-Gephyrin-Komplexen ergibt sich aus der Art der Interaktion beider Proteine. Gephyrin ist der 
einzige bekannte Ligand, der neben Aktin und dem Aktin-Verwandten Protein Arp2 über die Aktin-
Bindungsdomäne von Profilin gebunden wird (Schutt et al., 1993; Mullins et al., 1998; Giesemann et 
al., 2003). Somit könnte über die Poly-Prolin-Bindungsregion von Profilin weitere Mikrofilament-
assoziierte Proteine an Gephyrin Cluster rekrutiert werden, die die Vorgänge in inhibitorischen 
Postsynapsen modulieren.  
 
4.1.2 Lokalisation von Profilin 1 und 2a in „dendritic spines“ 
 
Neben der Verteilung von Profilin in inhibitorischen Postsynapsen wurde in dieser Arbeit auch 
untersucht, ob PFN1 und PFN2a unterschiedlich in „dendritic spines“, die die Mehrheit der 
excitatorischen Synapsen beinhalten (s. Einleitung), lokalisieren. Bisherige Analysen mit GFP-
Profilin-Fusionsproteinen, die in einer geringen Anzahl dissoziierter Neurone überexprimiert wurden, 
wiesen auf eine NMDA-Rezeptor-abhängige Translokation von exogenem PFN2a in „dendritic 
spines“ hin (Ackermann & Matus, 2003). Im Gegensatz zur dieser Studie wurde in dieser Arbeit die 
Lokalisation der beiden endogenen Profilin-Isoformen in „dendritic spines“ untersucht. Während 
Ackermann und Matus (2003) exogenes PFN2a-GFP unter ruhenden Bedingungen fast ausschließlich 
in den Dendriten vorfinden konnten, betrug in den Analysen dieser Arbeit der Anteil PFN2a-positiven 
„dendritic spines“ bereits in nicht-stimulierten Neuronen 42%. Dieses Ergebnis stimmt prinzipiell mit 
Zellfraktionierungsexperimenten mit nicht-stimulierten Neuronen überein, in denen die Bindung von 
endogenem PFN2a an die „postsynaptic density“ (PSD) excitatorischer Synapsen nachgewiesen 
werden konnte (s. Einleitung, Schubert et al., 2006). Pilo-Boyl et al. konnten zwar in analogen 
Analysen PFN2a nicht als Bestandteil der excitatorischen PSD bestätigen. Allerdings zeigten sie 
anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen, dass PFN2a im Cytoplasma von „dendritic 
spines“ nicht-stimulierter Neurone lokalisiert (Pilo-Boyl et al., 2007) und stützen damit den in dieser 
Arbeit erbrachten Nachweis von PFN2a in „dendritic spines“ nicht-stimulierter Neurone. 
Darüber hinaus konnten weitere Unterschiede in der NMDA-abhängigen Lokalisationsänderung von 
exogenen und endogenen Profilinen aufgezeigt werden. Die Stimulierung transfizierter Neurone führte 
zu einer Akkumulation von PFN2a-GFP in den Köpfen der „dendritic spines“ (Ackermann & Matus, 
2003). In den hier vorliegenden Daten konnte kein Hinweis auf eine Akkumulation des endogenen 
PFN2a beobachtet werden, lediglich eine schwache Zunahme in der Anzahl PFN2a-positiver 
„dendritic spines“. Zwar erlauben Immunfluoreszenz-Färbungen fixierter Zellen natürlich keine 
Echtzeitbeobachtung dynamischer Prozesse in ein und denselben Strukturen, dafür existieren aber 
auch nicht die Artefaktmöglichkeiten, die bei exogenen Proteinen durch GFP-Fusionsanteile oder 
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nicht-physiologischen Proteinmengen zustande kommen können. Während ein N-terminaler GFP-
Fusionsanteil die biochemischen Eigenschaften von PFN2a kaum beeinträchtigt (Wittenmayer et al., 
2000), verringert bereits ein C-terminales Epitop-tag die Affinität von PFN2a zu Poly-Prolin-Liganden 
um mehr als das Hundertfache (Lambrechts et al., 2002). Derart veränderte Eigenschaften können die 
Lokalisation von exogenen Proteinen beeinträchtigen (Tsakralides et al., 1997,Lalonde et al., 2003). 
Obwohl sich die Verteilung von PFN2a mit N- und C-terminalem GFP in transfizierten 3T3-
Fibroblasten nicht unterschied (Wittenmayer et al., 2000), kann eine veränderte Lokalisation von 
PFN2a-GFP in Neuronen nicht ausgeschlossen werden. Zudem können exogene Proteine durch eine 
Überexpression in Kompartimenten lokalisieren, in denen sie unter physiologischen Bedingungen 
nicht vorliegen. So lokalisiert exogenes Bassoon, das als endogenes Protein einzig in den Aktiven 
Zonen präsynaptischer Kompartimente zu finden ist (tom Dieck et al., 1998), auch in Axonen, 
Dendriten und „dendritic spines“ transfizierter Neurone (Dresbach et al., 2003; Takao-Rikitsu et al., 
2004; persönliche Mitteilung Nina Wittenmayer (Universität Heidelberg)). Aufgrund solcher Faktoren 
ist es möglich, dass die von Ackermann und Matus (2003) beobachtete Lokalisationsänderung des 
PFN2a-GFP nicht das natürliche Verhalten des endogenen PFN2a widerspiegelte. Andererseits könnte 
durch die Überexpression des PFN2a erst eine Translokation sichtbar werden, die aufgrund der sehr 
geringen Menge an translozierendem, endogenem Profilin nicht offensichtlich ist. 
Neben PFN2a konnte in einigen „dendritic spines“ nicht-stimulierter Neurone PFN1nachgewiesen 
werden. Auch dieses Resultat steht im Widerspruch zu den Analysen von Ackermann und Matus 
(2003), die weder in ruhenden noch stimulierten Neuronen eine Lokalisation von exogenem PFN1-
GFP in „dendritic spines“ beobachten konnten. Allerdings ist aus der biochemischen 
Charakterisierung der GFP-Profilin-Fusionsproteine bekannt, dass PFN1 mit C-terminalem GFP-
Fusionsanteil keine Poly-Prolin-Motive bindet (Wittenmayer et al., 2000). Folglich wurden von 
Ackermann und Matus (2003) ein definitiv eingeschränkt funktionelles PFN1 für in vivo-
Untersuchungen eingesetzt. Folglich könnte das Fehlen von exogenem PFN1 in „dendritic spines“ 
durch dessen beeinträchtigtes Ligandenbindungsverhalten erklärt werden. 
Dagegen wird der Nachweis von endogenem PFN1 in „dendritic spines“ durch eine Studie bestätigt, in 
der die Co-Lokalisation einzig von endogenem PFN1 mit dem in excitatorischen Synapsen enthaltenen 
Marker PSD95 analysiert wurde (Neuhoff et al., 2005). Zudem konnte auch in dieser Arbeit eine 
Translokation von PFN1 in „dendritic spines“ beobachtet werden. Allerdings weichen die Resultate 
dieser Arbeit in geringem Umfang von der vorangegangenen Studie von Neuhoff und Mitarbeitern 
(2005) ab. Durch die Behandlung mit NMDA konnte eine geringe, allerdings statistisch nicht 
signifikant erhöhte Anzahl PFN1 positiver „dendritic spines“ beobachtet werden. Hingegen führte die 
die Stimulation der Neurone mit Kaliumchlorid zu einer statistisch signifikante Zunahme in der Co-
Lokalisation von PFN1 und PSD95 (Neuhoff et al., 2005). Prinzipiell befinden sich die von Neuhoff  
und Mitarbeitern (2005) beobachteten Lokalisationsveränderungen von endogenem PFN1 im Rahmen 
der in dieser Arbeit erhaltenen Messwerte.  
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Eventuell könnte durch eine Erhöhung des Stichprobenumfangs bei der NMDA-Behandlung eine 
statistisch signifikante Lokalisationsänderung von endogenem PFN1 und PFN2a beobachtet werden. 
Allerdings stellt sich sowohl für PFN1 als auch PFN2a die Frage, inwiefern eine geringe prozentuale 
Erhöhung des Anteils Profilin-haltiger „dendritic spines“ entscheidend für aktivitätsabhängige 
Prozesse in „dendritic spines“ ist.  
Letztendlich kann es nicht ausgeschlossen werden, dass in den wenigen „dendritic spines“ mit 
NMDA-Rezeptor-abhängiger Profilin-Translokation im Zuge synaptischer Plastizität das Aktin-
Cytoskelett reorganisiert wird. Da in dieser Arbeit hippocampale Neurone als Modellsystem gewählt 
wurden, kann keine Aussage über eine mögliche Translokation von Profilin in Neuronen anderer 
Regionen des ZNS getroffen werden. Möglicherweise ist in anderen Hirnarealen wie z.B. der 
Amygdala die Translokation der Profiline in „dendritic spines“ stärker ausgeprägt (Lamprecht et al., 
2006). Unabhängig von den gegensätzlichen Resultaten zur NMDA-abhängigen Profilin-
Translokation konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass überwiegend PFN2a in Profilin-haltigen 
„dendritic spines“ vorhanden ist. 
 
4.1.3 Funktionen von Profilin 2a in excitatorischen Postsynapsen 
 
Die zuvor durch Immunfluoreszenzen gezeigte Präsenz von endogenem PFN2a in „dendritic spines“ 
wirft die Frage auf, wie diese Profilin-Isoform das Aktin-Cytoskelett an excitatorischen Postsynapsen 
beeinflusst. Ackermann und Matus (2003) postulierten anhand von Überexpressionsexperimenten, 
dass PFN2a die Aktin-Dynamik in den Köpfen der „dendritic spines“ hemmt und somit deren 
Morphologie konstant hält. Bei der Interpretation dieser Resultate ist jedoch zu beachten, dass die 
Wirkung von Profilin auf das Aktin-Cytoskelett Dosis-abhängig ist. Sobald Profilin im Überschuss 
vorliegt, hemmt es die Aktin-Nukleation und folglich die Aktin-Dynamik (Bubb et al., 2003). 
Dagegen bewirken moderate Profilin-Konzentrationen eine Zunahme in der Aktin-Filamentbildung, in 
dem es den Nukleotidaustausch beschleunigt und optimal orientierte Aktin-Monomere an die Plus-
Enden von Aktin-Filamenten transferiert (Selden et al., 1999; Yarmola & Bubb, 2004; Minehardt et 
al., 2006; Jockusch et al., 2007). Deutlich wird dies bereits bei in vitro-Experimenten wie z.B. Aktin-
Polymerisationskinetiken. Der Überschuss an Profilin in solchen Experimenten hemmt die Aktin-
Polymerisation (siehe Kapitel 3.3.9, Harbeck et al., 2000; Bubb et al., 2003). Eine geringere Menge an 
Profilin bewirkt in Kombination mit rekombinantem VASP anstelle einer Inhibition eine deutliche 
Förderung der Aktin-Polymerisation (Harbeck et al., 2000, Barzik et al., 2005). Ein weiterer Beleg für 
den positiven Effekt von Profilin auf die Aktin-Dynamik sind Experimente mit Listerien, die die 
Aktin-Polymerisation zur intrazellulären Fortbewegung nutzen (Grenklo et al., 2003). Die 
Fortbewegung dieser Pathogene wird inhibiert, wenn Profilin über Antikörper gebunden wird (Theriot 
et al., 1994). Analog zu PFN1 erhöht auch PFN2a die Aktin-abhängige Motilität von Listerien (Geese 
et al., 2000). 
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In Kooperation mit Kristin Michaelsen (TU Braunschweig) wurde der Einfluss von PFN2a auf die 
„dendritic spines“ sowie die dendritische Komplexität mithilfe des „Knock down & Knock in“-
Vektorsystems untersucht. Der Knock down von PFN2a reduziert signifikant in den basalen und mid-
apikalen Dendriten der CA1-Neuronen die Dichte der „dendritic spines“ und die dendritische 
Komplexität. Die Spezifität dieses Resultats belegt die Rekonstitution der dendritischen Morphologie, 
wenn endogenes PFN2a durch RNAi ausgeschaltet und gleichzeitig gegen funktionelles YFP-PFN2a 
substituiert wird. Im Gegensatz zur Hypothese von Ackermann und Matus (2003) bewirkt PFN2a 
somit keine Hemmung der Aktin-Dynamik. In diesem Fall hätte der Verlust von PFN2a wohl 
aufgrund einer verbesserten Aktin-Dynamik zu einer Erhöhung der dendritic spine-Dichte geführt. 
Obwohl PFN2a in der Neuritogenese differenzierender Neurone keine entscheidende Rolle zu spielen 
scheint (Pilo-Boyl et al., 2007), reguliert es die Morphologie der basalen und mid-apikalen Dendriten 
in reifen CA1-Neuronen. Hierbei ist auffällig, dass der durch den Verlust von PFN2a bedingte 
Rückgang der „dendritic spines“ und der dendritischen Verzweigungen zusammen in spezifischen 
Regionen auftreten.  
Somit scheint eine Korrelation zwischen den Ergebnissen der Lokalisation von endogenem PFN2a in 
„dendritic spines“ und den funktionellen Analysen mit dem „Knock down & Knock in“-System zu 
existieren. Die Lokalisationsstudien mit den Profilin-spezifischen Antikörpern deuten daraufhin, dass 
PFN2a nur in einer bestimmten Population von „dendritic spines“ vorhanden ist. Da bei diesen 
Analysen dissoziierte Neuronen verwendet wurden, konnten die Profilin-positiven „dendritic spines“ 
nicht mit Sicherheit einem bestimmten Kompartiment oder einem spezifischen Neuron-Zelltyp 
zugeordnet werden. Aufgrund der Ergebnisse der „Knock down & Knock in“-Analysen liegt die 
Schlussfolgerung nahe, dass im Fall der CA1-Neurone die PFN2a enthaltenden „dendritic spines“ auf 
die Regionen der basalen und mid-apikalen Dendriten beschränkt sein könnten.  
Immunhistochemische Analysen haben gezeigt, dass die durch den Verlust von PFN2a betroffenen 
Dendriten im Hippocampus in Kontakt mit den Schaffer-Kollateralen der CA3-Neurone stehen 
(Ishizuka et al., 1990; Li et al., 1994). Die in größerer Entfernung zum Soma vorliegenden, apikalen 
Bereiche der Dendriten, die Signale aus dem entorhinalen Cortex empfangen, sind nicht durch den 
PFN2a-Verlust betroffen. Dies könnte ein Hinweis sein, dass PFN2a das Mikrofilamentsystem in 
spezifischen Dendriten positiv reguliert, die einen distinkten, synaptischen Input erhalten. Anhand der 
untersuchten CA1-Neuronen könnte gemutmaßt werden, dass PFN2a durch lokal begrenzte, 
strukturelle Veränderungen der dendritischen Morphologie die Signalweiterleitung innerhalb des 
Hippocampus beeinflusst. Bisher fehlen jedoch generell die entsprechenden experimentellen Belege, 
die einen funktionalen Zusammenhang zwischen den lokalen Veränderungen der dendritischen 
Morphologie und den spezifischen synaptischen Signalen herstellen (Spruston et al., 2008).  
Allerdings zeigten PFN2a-defiziente Mäusen in ersten elektrophysiologischen Experimenten keine 
Unterschiede sowohl in der Verstärkung („long term potentation“ - LTP) als auch Schwächung („long 
term depression“ - LTD) synaptischer Verbindungen.  
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In der relevanten Arbeit von Pilo-Boyl et al. (2007) wurde daher postuliert, dass der 
verhaltensauffällige Phänotyp von PFN2a-defizienten Mäusen größtenteils auf präsynaptischen 
Prozessen beruht. Diese Hypothese scheint im Gegensatz zu den mit dem „Knock down & Knock in“-
Vektorsystem erzielten Resultaten zu stehen.  
Eine Möglichkeit für die fehlende Beeinträchtigung von LTP und LTD in PFN2a-Knock out-Mäusen 
ist eine Kompensation des Genverlustes durch die veränderte Expression anderer Gene von z.B. 
redundant wirkenden Proteinen. Dieses Phänomen tritt vor allem bei konventionell generierten Knock-
out-Mäusen auf, in denen das zu untersuchende Gen permanent deletiert ist. Beispielsweise wurden 
kompensatorischen Mechanismen, die zu unauffälligen Phänotypen in Mäusen geführt haben, bei 
konventionellem „gene-targeting“ z.B. des „cAMP response element-binding-Proteins (CREB)“ 
(Hummler et al., 1994; Blendy et al., 1996; Balschun et al., 2003) und einer Isoformen der 
metabotropen Glutamatrezeptoren (Lyon et al., 2008) nachgewiesen.  
Zwar haben Expressionsanalysen gezeigt, dass mit dem Verlust von PFN2a keine erhöhte Expression 
von PFN1 verbunden war (Pilo-Boyl et al., 2007). Allerdings sind neben der Expression weiterer 
Isoformen noch andere Mechanismen zur Kompensation eines Genverlustes möglich. So reagiert das 
ZNS von Mäusen auf den genetischen Verlust der α1-Untereinheit der GABA-Rezeptoren mit der 
erhöhten Ausschüttung von GABA (Ortinski et al., 2006). Analog könnte der Verlust von PFN2a 
durch eine veränderte Expression und/oder Regulation anderer Mikrofilament-assoziierter Profilin-
Liganden kompensiert werden. So ist aus biochemischen Analysen bekannt, dass Ena/VASP-Proteine, 
WASP und die Formine (s. Einleitung) auch ohne Profilin die Nukleation von Aktin-Filamenten 
katalysieren können, wenn auch mit geringerer Effizienz (Yang et al., 2000; Takenawa & Miki, 2001; 
Barzik et al., 2005; Romero et al., 2007; Paul & Pollard, 2008). Als Ausgleich für den PFN2a-Verlust 
könnte die Konzentration dieser Proteine in PFN2a-defizienten Mäusen erhöht sein. Zusätzlich 
könnten inhibitorische Regulationsmechanismen, die auf diese Proteine wirken, in PFN2a-defizienten 
Mäusen außer Funktion gesetzt sein. Dies könnte die Protein-Kinase A-abhängige Phosphorylierung 
von Ena/VASP-Proteinen betreffen, die die Aktin-Nukleation dieser Proteine hemmt (Harbeck et al., 
2000; Lambrechts et al., 2000). Zusätzlich könnten die Formine über Veränderungen im Rho-
Signalweg sich vermehrt in einer aktiven Konformation befinden (Watanabe et al., 1997; Krebs et al., 
2001, Otomo et al., 2005). Die Aktivierung von potenziell kompensatorischen Mechanismen wurde in 
dieser Arbeit durch den Einsatz des „Knock down & Knock in“-Systems verhindert, durch das PFN2a 
spontan in differenzierten Neuronen ausgeschaltet bzw. direkt substituiert wurde. 
Abgesehen von möglichen kompensatorischen Mechanismen in PFN2a-defizienten Mäusen belegen 
mehrere Studien, dass die verschiedenen Prozesse der postsynaptischen Plastizität wie die Insertion 
und Akkumulation von Rezeptoren und die Reorganisation des Aktin-Cytoskeletts in „dendritic 
spines“ distinkte Vorgänge sind. So konnte gezeigt werden, dass eine verstärkte synaptische 
Übertragung nicht simultan mit der Vergrößerung der „dendritic spines“ erfolgen muss.  
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Bei einer chemischer Induktion von LTP konnte beobachtet werden, dass sich die „dendritic spines“ 
bereits vor Beginn der Insertion weiterer AMPA-Rezeptoren in die PSD vergrößerten (Kopec et al., 
2006). Pharmakologische Experimente mit Cytotoxinen haben zudem gezeigt, dass die 
Depolymerisation des Aktin-Cytoskeletts die LTP-abhängige Verstärkung von Postsynapsen 
verhindert (Fukazawa et al., 2003; Krucker et al., 2005). Hingegen führt die bloße Behandlung von 
Neuronen mit Aktin-Polymerisation-fördernden Jasplakinoliden zu einer Vergrößerung der „dendritic 
spines“, wobei jedoch die synaptische Transmission nicht verstärkt wird (Okamoto et al., 2004). Somit 
ist die Aktin-Polymerisation für die Entstehung von LTP von großer Bedeutung, jedoch nicht 
ausreichend. 
Entsprechende Ergebnisse wurden auch bei der Untersuchung der negativen synaptischen Plastizität 
anhand von Cofilin/ADF erzielt. Cofilin/ADF, die die Depolymerisation von Aktin-Filamenten 
fördern (Huang et al., 2006), sind essentiell für die Verkleinerung der „dendritic spines“. Die 
Inhibition der Cofilin/ADF-abhängigen Verkleinerung von „dendritic spines“ führt jedoch nicht zur 
Beeinträchtigung der LTD-spezifischen, synaptischen Transmissionen (Zhou et al., 2004).  
Analog zur Rolle von Cofilin/ADF im LTD-bedingten Rückgang der „dendritic spines“ muss der 
Verlust von PFN2a nicht zwangsläufig mit Defekten in der funktionellen synaptischen Plastizität 
einhergehen. Folglich müssen die in dieser Arbeit erzielten Resultate nicht im direkten Gegensatz zu 
den Ergebnissen von Pilo-Boyl et al. (2007) stehen. Außerdem wird die Spezifität der Resultate 
bezüglich einer postsynaptischen Funktion von PFN2a durch den Einsatz von Bindungsmutanten 
hervorgehoben. 
 
4.1.4 Regulation der dendritischen Morphologie durch die Interaktion von Profilin 2a mit G-
Aktin und Poly-Prolin-Liganden 
 
Durch die erstmalige Generierung, Charakterisierung und in vivo-Analyse einer G-Aktin-
Bindungsmutante von PFN2a konnte gezeigt werden, dass der positive Effekt von PFN2a auf die 
dendritische Morphologie auf dessen direkter Interaktion mit G-Aktin beruht. Folglich weist PFN2a 
Parallelen zu PFN1 in nicht-neuronalen Zellen auf: So kann PFN1 die epitheliale Wuchsform von 
Brustkrebszellen nur normalisieren, wenn dessen Aktin-Bindung nicht beeinträchtigt ist (Wittenmayer 
et al., 2004; Rosan, 2007; Zou et al., 2007).  
Während die Substitution des endogenen PFN2a gegen eine Aktin-Bindungsmutante zu einer 
reduzierten Anzahl von „dendritic spines“ und dendritischen Verzweigungen führt, bewirkt die 
Expression einer Poly-Prolin-Bindungsmutante von PFN2a keine Beeinträchtigungen in der 
dendritischen Komplexität. Stattdessen erhöht die Expression dieser PFN2a-Variante signifikant die 
Dichte der „dendritic spines“. Einen analogen Effekt beobachteten Ackermann & Matus (2003) durch 
die Co-Expression von PFN2a-YFP und eines Peptids, das die Profilin-Bindungsregion von VASP 
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beinhaltete. Bei diesen Experimenten kam es zur Bildung abnorm verlängerter „dendritic spines“, 
denen meist die charakteristische kopfartige Morphologie fehlte (Ackermann & Matus, 2003).  
Die Verstärkung des positiven Effekts von PFN2a auf die Dichte der „dendritic spines“ zeigt, dass 
durch die Inhibition der Poly-Prolin-Bindung von PFN2a ein auf die Aktin-Dynamik begrenzend 
wirkender Mechanismus außer Funktion gesetzt wird.  
Im Wesentlichen sind zwei Profilin-spezifische Wirkungsweisen denkbar: Analog zur Interaktion mit 
Dynamin 1 (Gareus et al., 2006) könnte PFN2a über die Poly-Prolin-Bindung einen unbekannten 
Liganden inaktivieren, der seinerseits die Aktin-Dynamik positiv beeinflusst. Diese Hypothese 
schließt prinzipiell die in „dendritic spines“ lokalisierenden Proteine Mena (Rostaing et al., 2006), N-
WASP (Wegner et al., 2008) und WAVE (Soderling et al., 2003) aus. Diese Liganden benötigen zur 
Förderung der Aktin-Polymerisation die Interaktion mit dem Profilaktin-Komplex, der über die Poly-
Prolin-Bindungsdomäne mit diesen Proteinen wechselwirkt (Yang et al., 2000; Takenawa & Miki, 
2001; Ferron et al., 2007).  
Ein weiterer Profilin-Ligand, der in „dendritic spines“ lokalisiert, ist Drebrin (Mammoto et al., 1998; 
Majoul et al., 2007). Drebrin ist ein F-Aktin-bindendes Protein, das im Gegensatz zu anderen Aktin-
bindenden Proteinen die Bildung von Aktin-Filamenten nicht beeinflusst. Stattdessen verändert 
Drebrin die Suprastrukturen der Aktin-Filamente, in dem es mit F-Aktin-bündelnden Proteinen 
kompetitiert (Ishikawa et al., 1994; Sasaki et al., 1996). Die Überexpression von Drebrin führt in 
Neuronen zu abnorm verlängerten „dendritic spines“ (Hayashi & Shirao, 1999, Biou et al ., 2008). 
Hingegen bewirkt die Inhibition der Drebrin-Expression zu einer verminderten Dichte der „dendritic 
spines“ (Takahashi et al., 2003, Biou et al ., 2008). Die Poly-Prolin-reiche Region des Drebrins, die 
wahrscheinlich der Interaktion mit Profilin dient, befindet sich in der Nähe der zentral gelegenen 
Aktin-Bindungsdomäne (Hayashi et al., 1999). Möglicherweise wird die Aktin-Bindung von Drebrin 
durch die Interaktion mit Profilin moduliert.  
Ein anderer Mechanismus könnte auf dem positiven Effekt basieren, den PFN2a selbst auf das 
Mikrofilamentsystem ausübt. Durch die Mutationen in der Poly-Prolin-Bindung kann PFN2a 
möglicherweise nicht mit einem Profilin-Liganden interagiert, der die Aktin-Bindung von PFN2a 
inhibiert. Ein solcher Ligand könnten die „Rho-associated kinases (ROCK)“ sein. Diese Kinasen 
werden durch die GTPase RhoA aktiviert und wurden als Bindungspartner von PFN2a identifiziert 
(Witke et al., 1998; Schmandtke et al., 2008). Zudem konnte eine Phosphorylierung von PFN1 und 
PFN2a durch ROCK in vivo nachgewiesen werden (Da Silva et al., 2003; Shao et al., 2008). Die 
ROCK-abhängige Phosphorylierung von PFN1 inhibiert dessen Interaktion mit G-Aktin und Poly-
Prolin-Liganden (Shao et al., 2008). Die Vorraussetzung für eine ROCK-abhängige Phosphorylierung 
von PFN1 ist dessen funktionelle Poly-Prolin-Bindung. Falls das Ligandenbindungsverhalten von 
PFN2a durch eine ROCK-abhängige Phosphorylierung gleichermaßen beeinflusst wird, können die 
durch die Expression der PFN2a-Bindungsmutante verursachten Veränderungen der „dendritic spines“ 
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erklärt werden. Durch die Mutationen in der Poly-Prolin-Bindungsdomäne kann PFN2a 
wahrscheinlich nicht mehr mit ROCK interagieren und folglich nicht phosphoryliert werden.  
Zwar kann diese PFN2a-Mutante nicht zusammen mit Poly-Prolin-Liganden wie Mena oder Forminen 
direkt die Aktinfilament-Bildung unterstützen (Kursula et al., 2008). Allerdings bindet dieses mutierte 
Profilin immer noch G-Aktin. Möglicherweise ist der PFN2a-vermittelte Nukleotidaustausch an den 
Aktin-Monomeren ausreichend, um die Aktin-Polymerisation zu fördern und vermehrt „dendritic 
spines“ entlang der Dendriten entstehen zu lassen. 
 
4.1.5 Profilin als möglicher Effektor von neuronalen Signalkaskaden? 
 
Die Morphologie der „dendritic spines“ und Dendriten wird in Abhängigkeit von neuronaler Aktivität 
wie z.B. bei Lern- und Gedächtnisprozessen modifiziert (Maletic-Salavtic et al., 1999; Kasai et al., 
2003; Knott et al., 2006; Sorensen & Rubel, 2006). Außerdem sind diese Strukturen bei Erkrankungen 
mit mentaler Retardierung wie dem Down- und Rett-Syndrome sowie Autismus abnorm verändert 
(Armstrong et al., 1995; Raymond et al., 1995; Kaufmann & Moser, 2000,). Mit dem in dieser Arbeit 
erbrachten Beleg einer Aktin-abhängigen Regulation der dendritischen Morphologie durch PFN2a 
stellt sich die Frage, wie Profilin in solche neuronale Prozesse involviert sein könnte.  
Auf der Grundlage der in dieser Arbeit festgestellten positiven Funktion von PFN2a auf die „dendritic 
spines“ und die dendritische Komplexität existieren verschiedene Möglichkeiten für die Einbindung 
von PFN2a in Signalwege. Einerseits sind Signalkaskaden denkbar, die bei positiver struktureller 
Plastizität PFN2a aktivieren und somit das Mikrofilamentsystem hin zur verstärkten Bildung von 
„dendritic spines“ und dendritischen Verzweigungen reorganisieren. Andererseits könnten auch 
Signalwege existieren, die zur Schwächung von Synapsen PFN2a inhibieren. Zudem muss wohl 
bedacht werden, dass Profilin direkt oder indirekt über die Aktivität seiner Liganden an Signalwegen 
beteiligt sein könnte. 
Eine direkte Signal-abhängige Regulation von PFN2a könnte über Signalwege erfolgen, die auf 
Neurotrophinen basieren. Neurotrophine stellen eine Gruppe sekretorischer Proteine dar, die 
ursprünglich anhand ihrer positiven Wirkung auf das Überleben neuronaler Zellen identifiziert 
wurden. Im Lauf der letzten Jahre wurde zudem entdeckt, dass Neurotrophine in vielerlei Hinsicht die 
neuronale Differenzierung beeinflussen. Dies gilt insbesondere für die Bildung und Plastizität von 
Synapsen (Bibel & Barde, 2000; Lu et al., 2005, Skaper, 2008). In Mammalia werden vier 
Neurotrophine exprimiert: der „neuronal growth factor (NGF)“, der „brain-derived neurotrophic factor 
(BNDF)“, Neurotrophin-3 (NT) und Neurotrophin-4 (NT-4), die durch Proteolyse zu reifen Proteinen 
prozessiert werden (Reichardt, 2006). Diese verschiedenen Neurotrophine aktivieren spezialisierte 
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die Trk-Rezeptoren: NGF bindet spezifisch Trk A, während BDNF und 
NT-4 mit TrkB interagiert. NT-3 wechselwirkt spezifisch mit Trk-C (Huang & Reichardt, 2003). All 
diese Trk-Rezeptoren setzen Prozesse in Neuronen in Gang, die das Überleben und die 
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Differenzierung sowie die Bildung von Synapsen unterstützen (Reichardt, 2006). Kürzlich konnte 
zudem gezeigt werden, dass bei LTP-Induktion über BNDF und TrkB eine verstärkte Aktin-
Polymerisation in „dendritic spines“ erfolgt (Rex et al., 2007). An dieser Trk-Rezeptor abhängigen 
Reorganisation des Mikrofilamentsystems könnte PFN2a beteiligt sein: Aus den Analysen der 
molekularen Mechanismen der Trk-Rezeptor-Signalwege ist bekannt, dass über die Trk-Rezeptoren 
die Phospholipase Cγ1 (PLC-γ1) aktiviert wird (Zirrgiebel et al., 1995; Gärtner et al., 2006). Bisher 
wurde überwiegend die Trk-Rezeptor-abhängige Aktivierung der PLC-γ1 mit Signalwegen in 
Verbindung gebracht, die mittels der Protein Kinase C (PKC) die Genexpression und die 
Neurotrophin-Sekretion in Neuronen regulieren (Toledo-Aral et al., 1995; Canossa et al., 2001; 
Minichiello et al., 2002; Klein et al., 2005). Jedoch konnte in Epithelzellen gezeigt werden, dass die 
über Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktivierte Phospholipase Cγ1 PIP2-gebundenes Profilin von der 
Membran freigesetzt wird (Goldschmidt-Clermont et al., 1990; 1991). Analog könnte in Neuronen 
über die Trk-Rezeptoren die Phospholipase Cγ1 aktiviert werden, welche PIP2-gebundenes Profilin für 





Abb. 4.1: Hypothese zur Aktivierung von Profilin 
2a durch Trk.Rezeptoren 
Die Bindung von Neurotrophinen führt zur 
Dimerisierung der Trk-Rezeptoren, die durch Trans-
Phosphorylierung die cytoplasmatische Kinase-
Domänen aktivieren. Diese aktivieren durch 
Phosphorylierung die Phospholipase Cγ1 (PLC-γ1). 
Die aktivierte PLC-γ1 hydrolysiert PFN2a-
gebundenes PIP2, wodurch PFN2a zur Interaktion mit 





Diese Mobilisierung könnte zu den Veränderungen in der Aktin-Dynamik führen, die bei der LTP-
Induktion in „dendritic spines“ beobachtet wurde (Fukazawa et al., 2003; Okamoto et al., 2004; Lin et 
al., 2005).  
Eine Regulation von Profilin könnte außerdem über den p75-Neurotrophin-Rezeptor (p75-NTR) 
erfolgen. Dieser Rezeptor bindet alle Neurotrophine, wobei die höchste Affinität zu den 
nichtprozessierten Vorläufer-Molekülen besteht (Lee et al., 2001). Im Gegensatz zu den Trk-
Rezeptoren können über den p75-Rezeptor verschiedenste Prozesse in Gang gesetzt werden.  
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Diese reichen von trophischen Effekten analog zu den Trk-Rezeptoren bis hin zur Induktion der 
Apoptose neuronaler Zellen (Blöchl & Blöchl, 2007).  
Während Trk-Rezeptoren von maßgeblicher Bedeutung für die positive synaptische Plastizität sind, ist 
der p75-Rezeptor in die LTD-vermittelten Schwächung von Synapsen involviert (Rösch et al., 2005; 
Woo et al., 2005). Darüber hinaus wirkt der p75-Rezeptor inhibierend auf die Axonbildung und 
dendritische Komplexität von Neuronen (Yamashita et al., 1999; Zagrebelsky et al., 2005). Die p75-
Rezeptor-vermittelte Modulation des Aktin-Cytoskeletts erfolgt unter anderem durch die Regulation 
der GTPase RhoA, die das Neuritenwachstum in neuronalen Zelllinien und primären Neuronen hemmt 
(Yamashita et al., 1999, 2002). Durch die Inhibition der positiven Wirkung des Profilins auf die 
dendritische Morphologie könnte über einen RhoA-abhängigen Signalweg erfolgen, an dessen Anfang 
der p75-Rezeptor steht (Abb. 4.2).  
 
 
Abb. 4.2: Hypothetisches Modell zur Regulation von Profilin 2a durch den p75-Neurotrophin-Rezeptor 
Nicht-stimulierte p75-Rezeptoren rekrutieren Rho-GDI, was zur Freisetzung von RhoA-GDP führt. Im 
Cytoplasma erfolgt die Nukleotidaustausch-bedingte Aktivierung von RhoA. RhoA-GTP aktiviert ROCK, die 
über die Poly-Prolin-Bindungsdomäne mit Profilin 2a interagiert und dieses durch Phosphorylierung inaktiviert 
(A). Die Bindung von Neurotrophinen an p75 bewirkt die Dissoziation des Rho-GDI. Der freie Rho-GDI bindet 
RhoA-GDP und hält dieses im inaktiven Zustand. Durch die Verringerung des Anteils von freiem RhoA-GTP 
wird ROCK inaktiviert. Durch den Verlust der Kinase-Aktivität von ROCK kann Profilin 2a vermehrt mit seinen 
Liganden interagieren und die Aktin-Dynamik beeinflussen (B). 
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In Abhängigkeit der Interaktion des p75-Rezeptors mit Neurotrophine könnte PFN2a in seinem 
aktiven Zustand begünstigen sein. Durch die Bindung von Neurotrophinen an den p75-Rezeptor wird 
die Dissoziation des Rho-GDI ausgelöst (Yamashita & Toyhama, 2003). Der freigesetzte Rho-GDI 
bindet und inaktiviert seinerseits RhoA, was zu einer Inhibition von ROCK führt.  
Durch die Aktivität einer unbekannten Phosphatase würde PFN2a überwiegend dephosphoryliert 
vorliegen und somit die Aktin-Dynamik positiv beeinflussen (Abb. 4.3). Durch die Balance der Trk- 
und p75-Rezeptoren, die Assoziation der Rezeptoren mit weiteren regulatorisch wirkenden Proteinen 
und die Neurotrophin-Konzentration könnte die Aktivität von PFN2a in Neuronen bestimmt werden 
(Lee et al., 2001; Harrington et al., 2004; Blöchl & Blöchl, 2007). 
An einer Modulation der Profilin-Aktivität könnten neben Neurotrophin-Rezeptoren auch Glutamat-
Rezeptoren beteiligt sein. Aktiviertes RhoA interagiert direkt mit ionotropen Glutamat-Rezeptoren in 
der postsynaptischen Dichte von „dendritic spines“ (Schubert et al., 2006). Im Gegensatz zu dem 
Modell der RhoA-Aktivierung durch den p75-Rezeptor postulieren Schubert et al., dass in 
excitatorischen Synapsen bei geringer synaptischer Transmission GTP-gebundenes RhoA zusammen 
mit ROCK und PFN2a an NMDA-Rezeptoren gebunden vorliegt. Über diesen Komplex soll PFN2a 
nahe der postsynaptischen Dichten in einem inaktiven Zustand gehalten werden. Durch die 
Stimulierung ionotropen Glutamat-Rezeptoren soll RhoA freigesetzt und durch die GTP-Hydrolyse 
inaktiviert werden. Folglich verringert sich die Menge an aktivem RhoA nahe der PSD, wodurch 
ROCK eher in einem inaktiven Zustand vorliegt. Ohne die inhibitorisch wirkende Phosphorylierung 
könnte PFN2a in der Lage sein, die Aktin-Dynamik bei positiver struktureller Plastizität zu 
modulieren (Abb. 4.3). 
Parallel zur negativen Regulation von PFN2a könnte Cofilin bzw. der homologe „Actin 
depolymerization factor“ ADF aktiviert werden. Durch einen geringen Calcium-Einstrom wird die die 
Phophatase Calcineurin aktiviert (Abb. 4.4; Halpain et al., 1998; Zhou et al., 2004), die ihrerseits 
durch Dephosphorylierung Cofilin/ADF aktiviert. Aufgrund der Inhibition von Profilin bestehen die 
Aktin-Filamente nahe der postsynaptischen Dichte größtenteils aus ADP-Aktin und können daher 
effektiv durch Cofilin/ADF depolymerisiert werden. Im Gegenzug könnte bei einer LTP-bedingten 
hohen Aktivierung der NMDA-Rezeptoren nicht nur PFN2a aktiv sein, sondern auch simultan Cofilin 
durch eine LIM-Kinase (LIMK)-abhängige Phosphorylierung inhibiert vorliegen (Abb. 4.3, Nagoaka 
et al., 1996, Meng et al., 2002; Park et al., 2003).  
Neben der direkten Aktivierung oder Inhibition von Profilin durch Signalwege, besteht die 
Möglichkeit, dass anstelle von Profilin seine Liganden über Signalwege reguliert werden. So werden 
z.B. durch eine TrkB-Rezeptor-MAP-Kinase-Signalkaskade Komplexe bestehend aus Cortactin, 
Arp2/3 und N-WASP in „dendritic spines“ rekrutiert (Iki et al. 2005; Lua & Low, 2005). Lokal 
konzentriert könnten Arp2/3 und N-WASP die Bildung neuer Aktin-Filamente bewirken (Takenawa & 
Miki, 2001). Profilin wäre insofern in diesen Signalweg involviert, da es von diesen Proteinen für eine 
effektive Aktinfilament-Bildung benötigt wird (Yang et al., 2000). 
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Abb. 4.3: Modell zur Glutamat-Rezeptor-RhoA-abhängigen Regulation von PFN2a und Cofilin/ADF  
Bei LTD bedingter, geringer synaptischer Aktivität bindet RhoA-GTP direkt an ionotrope Glutamat-Rezeptoren. 
Lokal wird über Rezeptor-gebundenes RhoA-GTP ROCK rekrutiert und aktiviert. Dies könnte nahe der 
postsynaptischen Dichte zur Inaktivierung von Profilin 2a führen. Gleichzeitig wird durch einen geringen 
Calcium-Ionen-Einstrom die Phosphatase Calcineurin aktiviert. Calcineurin dephosphoryliert Cofilin/ADF, die 
somit die Depolymerisation der Aktin-Filamente beschleunigen (links). Bei LTP führt die hohe synaptische 
Transmission zur Dissoziation von RhoA-GTP. Durch die GTPase-Aktivität liegt RhoA inaktiv vor und ist 
zudem geringer in der postsynaptischen Dichte konzentriert. Durch den Mangel an aktivem RhoA wird die 
Kinase-Aktivität von ROCK inhibiert, wodurch PFN2a hauptsächlich unphosphoryliert nahe der PSD vorliegt 
und positiv die Aktin-Dynamik beeinflusst. Gleichzeitig wird durch einen vermehrten Einstrom der CAM-
Kinase-Kinase (CMKK)-Signalweg aktiviert. Dieser führt unter Beteiligung von βPix und Rac zur Aktivierung 
der PAK-Kinase. In Folge wird die LIM-Kinase aktiviert, die Cofilin/ADF phosphoryliert und somit inaktiviert 
(rechts). 
 
Die vorgestellten Signalwege stellen denkbare Möglichkeiten dar, wie Profilin in neuronale Prozesse 
integriert sein könnte. Für weiterführende Studien gilt es zudem, herauszufinden, wie solche 
Mechanismen in Neuronen die Aktivität von Profilin Kompartiment-spezifisch regulieren können.  
 
4.1.6 Kernlokalisation von Profilin 1 und 2a in Neuronen 
 
Die zuvor genannten Rezeptoren, die direkt oder indirekt die cytoplasmatische Funktion von PFN2a 
beeinflussen könnten, stehen am Anfang weiterer Signalwege, die letztendlich im Zellkern die 
Transkription von Genen beeinflussen.  
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Am Ende dieser Signalkaskaden befinden sich Mediatoren, die nach ihrer Aktivierung in den Zellkern 
translozieren und dort die Transkription von Zielgenen regulieren (Reichardt, 2006, Saha & Dudek, 
2008). Für exogenes PFN2a-GFP konnte ebenfalls eine NMDA-Rezeptoren-abhängige Translokation 
in die Zellkerne von Neuronen beobachtet werden (Birbach et al., 2006). Diese Lokalisationsänderung 
wurde zudem als schnell und reversibel beschrieben, so dass mit Beendigung der NMDA-Rezeptor-
Stimulation PFN2a den Zellkern wieder verlässt. Analog zur Untersuchung der Profilin-Lokalisation 
in „dendritic spines“ wurde in dieser Arbeit analysiert, ob endogenes Profilin ebenfalls Aktivitäts-
abhängig in den Zellkern transloziert. Im Gegensatz zu der zuvor genannten Studie wurde PFN2a 
bereits in nicht-stimulierten Neuronen mit nahezu gleicher Konzentration wie im Cytoplasma in den 
Zellkernen nachgewiesen. Die chemische Stimulation der NMDA-Rezeptoren zog in nur wenigen 
Zellen eine Erhöhung der PFN2a-Menge nach sich. Endogenes PFN1, das in geringerem Maße als 
PFN2a in den Zellkernen von Neuronen vorhanden ist, zeigte keinerlei stimulationsabhängige 
Veränderungen in seiner Lokalisation. Im Vergleich zu der deutlichen Serum-abhängigen 
Translokation von PFN1 in Hühnerfibroblasten (Kapitel 3.4.4) ist es fraglich, inwiefern die in 
Neuronen gemessenen Unterschiede eine NMDA-abhängige Translokation von endogenem Profilin 
darstellen.  
Somit besteht auch in der Kernlokalisation Diskrepanzen zwischen exogenem PFN2a-GFP und 
endogenem PFN2a. Angesichts der geringen Größe sowie der kompakten Struktur der Profiline 
können beide endogenen Isoformen durch Diffusion in den Kern gelangen. Die von Birbach et al. 
verwendeten GFP-Profilin-Fusionsproteine befinden sich mit einer molekularen Masse von 42 kDa 
nahe der maximalen Molekülgröße, mit der Proteine passiv die Kernporen passieren können (Becskei 
& Mattaj, 2005). Somit wäre vorstellbar, dass exogenes PFN2a-GFP im Gegensatz zu endogenem 
PFN2a einen aktiven Transport über Importine benötigt. Eine solche Abhängigkeit würde auch mit der 
Beobachtung korrelieren, dass Importine verstärkt durch die Stimulation der NMDA-Rezeptoren in die 
Zellkerne translozieren (Thompson et al., 2004). Allerdings haben Studien zum Exportin-6-
vermittelten Export von Profilaktin-Komplexen gezeigt, dass GFP-Profiline in die Zellkerne 
diffundieren können (Stüven et al., 2003). Diese Diskrepanz in der Lokalisation zwischen exogenem 
und endogenem PFN2a ist somit nicht leicht zu erklären. Allerdings wird die in dieser Arbeit gezeigte 
Kernlokation des endogenen PFN2a in nicht-stimulierten Neuronen durch Immunfluoreszenzstudien 
gestützt, in denen endogenes PFN2a mit SMN assoziiert in den Zellkernen von Neuroblastoma-Zellen 
nachgewiesen werden konnte (Sharma et al., 2005). Zusätzlich wurde gezeigt, dass PFN2a auch in den 
Neuriten von PC12-Zellen mit SMN lokalisiert. Demnach wurde von Sharma et al. postuliert, dass 
PFN2a zusammen mit SMN als Bestandteil von „small nuclear ribonucleoprotein particles (snRNP)“ 
exportiert wird. Hingegen wurde von Birbach et al. die Hypothese aufgestellt, dass PFN2a analog zu 
PFN1 im Komplex mit G-Aktin aus dem Zellkern exportiert wird (Stüven et al., 2003). Als 
vermeintlicher Beleg für diese Hypothese wurden PFN2a-Mutanten in Neuronen eingesetzt, für die ein 
Fehlen der Aktin-Bindung angenommen wurde (Birbach et al., 2006). Die in dieser Arbeit 
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durchgeführte biochemische Charakterisierung von PFN2a-Bindungsmutanten hat allerdings gezeigt, 
dass die von Birbach et al. verwendete PFN2a-Mutante PFN2a F59A G-Aktin bindet (Kapitel 3.3.9). 
Somit ist auch die Spezifität dieser NMDA-abhängigen Translokation von exogenem PFN2a in Frage 
zu stellen. Prinzipiell kann jedoch bestätigt werden, dass PFN2a in größerem Umfang als PFN1 in den 
Zellkernen von Neuronen präsent ist. 
Folglich eröffnen sich mit dem Nachweis der konstitutiven Kernlokalisation von PFN1 und PFN2a 
neue Aspekte in der Untersuchung möglicher Isoform-spezifischer Funktionen. Diese könnten die 
Regulation der Genexpression z.B. über den Transkriptionsfaktor p42POP (Lederer et al., 2005), der 
Prozessierung von mRNA über SMN und p80Coilin (Giesemann et al., 1999; Skare et al., 2003; 
Sharma et al., 2005) und die Organisation distinkter Kernaktin-Strukturen (Gonsior et al., 1999; 
Schöneberger et al., 2005) umfassen. 
 
4.2 Profilin in Gliazellen 
 
Bisherige Studien waren auf die Funktion von PFN1 und PFN2a in Neuronen fokussiert. Im Zuge der 
Analyse der Kernlokalisation von endogenem PFN1 und PFN2a konnte diese Proteine 
überraschenderweise auch in Gliazellen nachgewiesen werden. Unter Gliazellen versteht man eine 
recht biochemisch und morphologisch heterogene Population von Zellen, die im ZNS von Vertebraten 
vielfältige Funktionen ausführen können. Während Oligodendrocyten bei ihrer Morphogenese 
Neuron-ähnliche Charakteristika aufweisen (Sloan & Vartanian, 2007), ähneln andere Gliazelltypen 
wie die Ependymzellen in ihrer Morphologie nichtneuronalen Epithelzellen.  
Durch einen Zufall wurde in dieser Arbeit erstmals die Präsenz von Profilin in Gliazellen 
nachgewiesen. Während der Analysen zur Stimulierungs-abhängigen Profilinverteilung in Neuronen 
wurde eine kernständige Lokalisation von PFN2a in co-kultivierten Zellen beobachtet. Aufgrund ihrer 
rhomboiden Zellgestalt, die an Epithelzellen erinnert, war es offensichtlich, dass es sich bei diesen 
Zellen nicht um einen Neuron-Subtyp handelt. Durch die Expression des neuronalen PFN2a kann auch 
ausgeschlossen werden, dass es sich bei diesen Zellen um Endothelzellen handelt. Diese exprimieren  
nur PFN1 (Ding et al., 2006). Aufgrund des Fehlens von GFAP, das spezifisch in Astrocyten 
exprimiert wird, und der epitheloiden Wuchsform wurden diese Zellen als Ependymzellen 
klassifiziert. Ependymzellen kleiden als Epithel die cerebralen Ventrikel des ZNS aus (DelBigio et al., 
1995). Die meisten Ependymzellen besitzen apikal Cillien, durch deren Bewegung die Strömung der 
cerebrospinalen Flüssigkeit in den Ventrikeln erzeugt wird (Worthington & Cathcart , 1964). Eine 
weitere wesentliche Funktion der Ependymzellen ist die Bildung der Blut-Hirnschranke, durch die das 
ZNS vor potenziell schädlichen Substanzen geschützt wird (Kuchler et al., 1994). Allerdings ist nicht 
bekannt, inwiefern das Mikrofilamentsystem in diese Prozesse involviert ist. Bisher wurde nur die 
Lokalisation von Aktin und Myosin anhand erster fluoreszenzmikroskopischer Studien beschrieben 
(Gröschel-Stewart et al., 1977; Ishii et al., 1978).  
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In dieser Arbeit konnte erstmals mit PFN2a ein weiteres Aktin-assoziiertes Protein in diesen Zellen 
beschrieben werden. Jedoch fehlen hier noch weitergehende biochemische Analysen, um den 
Expressionsgrad der Profiline in diesen Zellen quantifizieren zu können.  
Auffällig ist die Anreicherung von PFN2a in den Zellkernen der Ependymzellen. Diese Lokalisation 
von PFN2a könnte daraufhin deuten, dass diese Profilin-Isoform in den Ependymzellen in 
transkriptional aktiven Regionen die Genregulation beeinflusst. Hierbei könnte ein Zusammenspiel 
mit dem Transkriptionsfaktor p42POP erfolgen, der in hohem Maße im ZNS exprimiert und direkt 
durch Profilin reguliert wird (Lederer et al., 2005). Für den Nachweis einer Beteiligung von PFN2a an 
der Genregulation sind weitere Co-Lokalisationsstudien mit Kernkompartiment-spezifischen Markern 
notwendig. 
Möglicherweise besteht auch eine Korrelation zwischen der Expression und Lokalisation des PFN2a 
und der Organisation des Aktin-Cytoskeletts in Ependym-Zellen. Die Kernlokalisation des PFN2a war 
überwiegend in Ependymzellen zu beobachten, die keinen Adhäsionsgürtel aus Aktin-Filamenten 
ausgebildet hatten. Ependymzellen mit einem vollends ausgebildeten Adhäsionsgürtel und epitheloider 
Morphologie zeigten PFN2a diffus im Cytoplasma verteilt. Erschwert werden Analysen einer 
Differenzierungs-abhängigen Lokalisation von PFN2a durch das Fehlen geeigneter Ependym-
spezifischer Markerproteine (Steiner et al., 2007).  
Astrocyten stellen die häufigsten Gliazellen im ZNS dar. Ihre vielfältigen Funktionen reichen von der 
Aufrechterhaltung der Homöostasis in den Zellzwischenräumen, der Versorgung von Neuronen mit 
Nährstoffen, der Entfernung von Neurotransmittern aus dem synaptischen Spalt bis hin zur Regulation 
der Synapsenentwicklung und der Modulation der Stärke reifer Synapsen (Nedergaard et al., 2003; 
Haydon et al., 2003; Christopherson et al., 2005). Innerhalb der letzten Jahre haben detaillierte 
Funktions-Analysen die Bedeutung der Astrocyten bei Synaptogenese und synaptischer Plastizität 
aufgezeigt. Astrocyten bilden mit Prä- und Postsynapsen tripartite, dynamische Strukturen (Ventura & 
Harris, 1999) Durch Reorganisation des Mikrofilamentsystems stellen Astrocyten innerhalb weniger 
Minuten Kontakt mit „dendritic spines“ her. Dabei können die Ausläufer der Astrocyten derart 
umgestaltet werden, dass diese die „dendritic spines“ umfassen. Andererseits können Astrocyten durch 
das Zurückziehen der Ausläufer den Kontakt zu „dendritic spines“ äußerst schnell abbrechen (Haber et 
al., 2006). Bisher wurde die Expression von Mikrofilament-assoziierten Proteinen wie Fascin, 
WAVE2 und Palladin in Astrocyten beschrieben (Hwang et al., 2008, Cestra et al., 2005; Boukelifa et 
al., 2006). In dieser Arbeit konnte erstmals sowohl PFN1 als auch PFN2a in kultivierten Astrocyten 
nachgewiesen werden, die beide gleichmäßig in den Zellen verteilt sind. Funktionsanalysen über 
differentielle Ausschaltung einer Isoform konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt 
werden, sodass über die Beteiligung der beiden Profiline an neurogenen Prozessen wie z.B. 
Synaptogenese oder synaptischer Plastizität nur spekuliert werden könnte.  
Neben den Astrocyten konnte in der vorliegenden Arbeit auch die Co-Expression von PFN1 und 
PFN2a in Oligodendrocyten nachgewiesen werden.  
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Diese Gliazellen sind für die saltatorische Erregungsleitung von Neuronen verantwortlich, in dem sie 
eine Myelin-Scheide um die Axone von Neuronen legen. Während der Morphogenese bilden die 
Oligodendrocyten lange Ausläufer aus, die sich spiralförmig um Axon-Segmente legen (Pedraza et al., 
2001). Dabei entstehen vorübergehend sehr große Lamellipodien, die über breite Bereiche zunächst 
die Axone und anschließend sich selbst umhüllen. Anhand der Lamellipodien-Bildung können 
Gemeinsamkeiten zwischen der Oligodendrocyten-Morphogenese und der Neuritogenese der 
Neuronen postuliert werden (Sloan & Vartanian, 2007). Dies gilt insbesondere für die Beteiligung des 
Aktin-Cytoskeletts an diesen Prozessen. So konnten analog zu Neuronen in den Wachstumskegeln der 
Oligodendrocyten die Aktin-assoziierten Proteine Cofilin und WAVE1 nachgewiesen werden (Fox et 
al., 2006). Letzteres spielt eine wichtige Rolle in der Oligodendrocyten-Differenzierung sowie der 
Myelinisierung und benötigt für seine Funktion die Interaktion mit Profilin (Kim et al., 2006; Miki et 
al., 1998). Zudem konnte gezeigt werden, dass die auf das Mikrofilamentsystem einwirkenden 
GTPasen Rac und Cdc42 für die Elongation und Verzweigung von Oligodendrocyten-Ausläufer 
essentiell sind (Liang et al., 2004). 
Die Parallelität zwischen der Entwicklung von Neuronen und Oligodendrocyten scheint sich auch in 
der Lokalisation von PFN1 und PFN2a widerzuspiegeln. PFN1, das für die Neuritogenese von 
Neuroblastoma-Zellen von Bedeutung ist (Lambrechts et al., 2006), ist ubiquitär im Zellkörper und 
den Ausläufern der Oligodendrocyten vorhanden. Hingegen ist PFN2a, das keinen signifikanten 
Einfluss auf die Neuritenbildung differenzierender Neurone haben soll (Da Silva et al., 2003; Pilo-
Boyl et al., 2007), hauptsächlich in Vesikel-ähnlichen Strukturen im Zellkörper der Oligodendrocyten 
zu finden. 
Die homogene Lokalisation von PFN1 gleicht der zellulären Verteilung von endogenem WAVE1 in 
kultivierten Oligodendrocyten (Kim et al., 2006). Somit könnte PFN1 zusammen mit WAVE1 die 
Organisation des Aktin-Cytoskeletts von Oligodendrocyten regulieren. Allerdings sind die Daten zur 
Interaktion von WAVE1 mit den Profilin-Isoformen 1 und 2a widersprüchlich. Die bei der 
Erstbeschreibung von WAVE1 erhaltenden Resultate belegen eine wesentlich höhere Affinität dieses 
Liganden zu PFN1 (Miki et al., 1998). Hingegen wurde in einer anderen Studie die stärkere Bindung 
von PFN2a an WAVE1 nachgewiesen (Pilo-Boyl et al., 2007). Bei einer Kooperation von WAVE-1 
und PFN2a in neuronalen Prozessen wäre zu erwarten, dass deren Knock-out zu ähnlichen Phänotypen 
führt. Stattdessen sind die Phänotypen von PFN2a- und WAVE1-Knock-out-Mäusen äußerst 
unterschiedlich. Während PFN2a-Mäuse hypernervöse Verhaltensstörungen besitzen, sind WAVE-1 
Knock-out-Mäuse äußerst ruhig in ihrem Verhalten (Dahl et al., 2003; Pilo-Boyl et al., 2007). 
Angesichts der gravierenden Unterschiede der Phänotyopen von PFN2a- und WAVE1-Knock-out-
Mäusen sowie der differenziellen Lokalisation der Profilin-Isoformen in Oligodendrocyten, kann 
spekuliert werden, dass WAVE-1 in diesen Zellen vornehmlich mit PFN1 wechselwirkt. 
Weitere Liganden, mit denen PFN1 während der Morphogenese von Oligodendrocyten wechselwirken 
könnte, sind N-WASP und Palladin (Boukelifa et al., 2006; Bacon et al., 2007). 
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Da es in dieser Arbeit nicht möglich war, in den hippocampalen Kulturen reife Oligodendrocyten 
nachzuweisen, sind weitere Experimente für die Analyse von PFN1 und PFN2a in Oligodendrocyten 
notwendig. Anhand von in vitro differenzierbaren Vorläuferzellen könnte die Morphogenese-
abhängige Lokalisation von PFN1 und PFN2a in Oligodendrocyten verfolgt werden (Vartanian et al., 
1997).  
 
4.3 Funktionen von Profilin 2a in Aktin-abhängigen Prozessen nicht-neuronaler Zellen 
 
Die Immunfluoreszenz-Studien und morphologischen Analysen dieser Arbeit deuten auf spezifische 
Funktionen von PFN2a in synaptischen Strukturen hin. Allerdings kann durch diese Resultate nicht 
belegt werden, ob PFN2a das in Mammalia ubiquitäre PFN1 in nicht-neuronalen Zellen substituieren 
kann. Erstaunlicherweise konnte im Huhn eine Beteiligung des endogenen PFN2a (chPFN2a) an 
Aktin-abhängigen Prozessen nicht-neuronaler Zellen gezeigt werden.  
Die Sequenzvergleiche verschiedener Profiline kamen zu dem unerwarteten Resultat, dass das als 
neuronale Isoform klassifizierte PFN2a in weit höherem Maße innerhalb der Vertebraten konserviert 
ist als PFN1 (Polet et al., 2007). Auf der Grundlage von Datenbankanalysen bestand nicht zwingend 
der Anlass, in anderen Organismen als Mensch und Maus einen Unterschied in der zellulären Funktion 
von PFN2a zu vermuten. Jedoch wiesen Western Blot-Analysen von Extrakten aus Hühnerfibroblasten 
mit Isoform-spezifischen Antikörpern die Expression eines mPFN2a-Homologs (chPFN2a) in nicht-
neuronalen Zellen nach. Zunächst wurde angenommen, dass chPFN2a analog zu PFN1 in nicht-
neuronalen Mammalia-Zellen als einzige Profilin-Isoform in Hühnerfibroblasten exprimiert wird 
(Janke et al., 2000; Wittenmayer et al., 2004; Ding et al., 2006; Zou et al., 2007). In diesem Fall hätte 
ohne weiteres postuliert werden können, dass chPFN2a in Hühnerfibroblasten die Funktionen von 
PFN1 in Mammalia wie die Modulation der Morphogenese, der Zelladhäsion und der Zellmotilität 
übernimmt (Jockusch et al., 2007). Mit dem Nachweis der Co-Expression von chPFN1 und chPFN2a 
in Hühnerfibroblastenstellte stellte sich wiederum die Frage, ob sich diese Isoformen auch in nicht-
neuronalen Zellen des Huhns funktionell redundant oder unterschiedlich zueinander verhalten.  
Eine Kombination aus Expressions-, Immunfluoreszenz- und RNAi-Analysen konnte zeigen, dass 
tatsächlich PFN2a im Huhn maßgeblich Aktin-abhängige Prozessen reguliert. 
Einerseits ähnelt die ubiquitäre Expression des chPFN2a dem aus Mäusen bekannten 
Expressionsmuster von PFN1 (Witke et al., 1998; 2001). Andererseits wird die generelle Funktion von 
PFN2a in der Aktin-Dynamik dadurch nachvollziehbar, dass die Expression von chPFN1 in einigen 
adulten Organen nicht nachweisbar ist. 
Zudem zeigte die Analyse der Lokalisation beider Profilin-Isoformen in isolierten Hühnerfibroblasten, 
dass chPFN1 in kürzlich isolierten Fibroblasten sich überwiegend in den Zellkernen befindet. Bisher 
konnte in einigen Mammalia-Zellen eine Akkumulation von PFN1 im Zellkern von Mammalia-Zellen 
nachgewiesen werden (Mayboroda et al., 1997; Giesemann et al., 1999; Skare et al., 2003; Rawe et al., 
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2006). Im Gegensatz zu chPFN1 in Hühnerfibroblasten waren jedoch in allen untersuchten Zelltypen 
außerdem hohe Mengen an PFN1 im Cytoplasma vorhanden. Da PFN2a nicht nur im Zellkern, 
sondern analog zu Ratten-PFN1 mit Mikrofilamenten assoziiert im Cytoplasma lokalisiert (Buss et al., 
1992), wurde eine überwiegende PFN2a-abhängige Regulation der cytoplasmatischen Aktin-Dynamik 
postuliert.  
Zwar konnte während der Kultivierung sowohl eine Konzentrationszunahme als auch eine 
Translokation von chPFN1 in das Cytoplasma beobachtet werden. Funktionelle Analysen mit einem 
geeigneten RNAi-System haben jedoch gezeigt, dass chPFN1 nur einen geringen Einfluss auf Aktin-
abhängige Prozesse im Cytoplasma von Hühnerfibroblasten hat. Hingegen wird PFN2a analog zu 
humanem PFN1 in Endothelzellen für die Zelladhäsion und die Zellmigration benötigt wird (Ding et 
al., 2006). Aufgrund dieser Resultate stellt sich die Frage, weshalb PFN1 in kultivierten 
Hühnerfibroblasten den Verlust von PFN2a trotz einer zweifach höheren Proteinmenge und einer 
cytoplasmatischen Lokalisation nicht kompensieren kann.  
Möglicherweise ist dies auf die biochemischen Eigenschaften von chPFN1 zurückzuführen. Ein 
Sequenzvergleich von PFN1-Isoformen aus verschiedenen Organismen zeigt, dass in dem chPFN1-
Molekül an der Position 59 anstelle eines Phenylalanins ein Leucin vorhanden ist (Abb.4.4).  
 
Danio PFN1 DVLVGKDRQSFFTNGLTLGSKKCSVIRDNLTTEGDWTMDIRTKSQGGEPTYNIAVGKATKTLIMVKGKEGIHGG 
Xenopus PFN1 NAVVSGDREKLFVNGLVLGGQKCSVLRDEFSVADNQVMDLRTKNPNG-PTYNISICKTAKALVLVMGNAEVHGG 
Gallus PFN1 NALVSPERGALLVNGLTLGGQKCSVIRDSLLVDGEHTMDLRTKSSAGAPTYNITATITNKTIVLVMGKEGVHGG 
Mus PFN1 GVLVGKDRSSFFVNGLTLGGQKCSVIRDSLLQDGEFTMDLRTKSTGGAPTFNVTVTMTAKTLVLLMGKEGVHGG 
 
Abb. 4.4: Sequenzvergleich der Aktin-Bindungsregion von Profilin 1-Isoformen aus verschiedenen 
Organismen 
Die Aminosäure-Sequenzen der PFN1-Aktin-Bindungsregionen (49-121) verschiedener Organismen wurden 
durch Datenbankanalysen recherchiert und verglichen. Zwischen den verschiedenen PFN1-Isoformen 
vollständig konservierte Aminosäuren sind grau unterlegt. Für die Aktin-Bindung entscheidende Aminosäuren 
sind gelb unterlegt. Die Substitutionen an Position 59 in PFN1 aus Huhn und Xenopus sind rot hervorgehoben. 
Im Gegensatz zu PFN1 aus Danio rerio und Mus musculus ist die Aminosäure 59 in PFN1 aus Xenopus 
tropicalis und Gallus gallus substituiert (rot markiert). 
 
Eine Mutation dieser Aminosäure bewirkt eine 14fache Verringerung der G-Aktin-Bindung von 
Rinder-Profilin 1 (Schlüter et al., 1998). Folglich bindet chPFN1 wohl mit geringerer Affinität G-
Aktin und kann daher den Verlust von PFN2a in Aktin-abhängigen Prozessen nicht kompensieren.  
Falls die Aktin-Bindung des chPFN1 aufgrund der Co-Expression mit PFN2a nur eine sekundäre 
Bedeutung hat, stellt sich die Frage nach dessen hauptsächlichen Funktion. Die Kernlokalisation des 
chPFN1 könnte ein Hinweis auf die Beteiligung an Genregulations- und Spleißprozessen sein, da in 
Mammalia PFN1 über die Poly-Prolin-Bindungsdomäne mit p42POP, SMN und p80Coilin interagiert 
(Giesemann et al., 1999; Skare et al., 2003; Lederer et al., 2005).  
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Anhand kürzlich erfolgter Analysen des Transkriptionsfaktors p42POP in C2C12-Zellen kann eine 
Korrelation zwischen der chPFN1-Translokation und der p42POP-abhängigen Genregulation vermutet 
werden. Profilin hemmt die Dimerisierung von p42POP und somit dessen modulierende Wirkung auf 
die Transkription (Lederer et al., 2005). RNAi-Experimente haben in C2C12-Zellen gezeigt, dass 
p42POP die Proliferation begünstigt und entsprechend die in vitro-Differenzierung dieser Zellen 
hemmt (persönliche Mitteilung, Maren Siemon (TU Braunschweig)). Durch die Kultivierung in 
Serum-reichem Medium werden die primären Hühnerfibroblasten zur Proliferation angeregt. Somit ist 
es denkbar, dass durch Serum-abhängige Signalkaskaden die Translokation des chPFN1 in das 
Cytoplasma ausgelöst wird, um eine Aktivierung von p42POP zu ermöglichen. Diese Hypothese einer 
Proliferation-abhängigen Funktion von chPFN1 wird durch die Expressionsmuster der Profiline 
gestützt. In der Gewebebildung proliferieren die Zellen vermehrt, während gerade in Organen des 
adulten Organismus wie dem Gehirn und den Muskeln sich wenig proliferierende Zellen befinden. Da 
PFN2a ebenfalls im Zellkern von Hühnerfibroblasten vorhanden ist, müssten allerdings auch in 
diesem Kompartiment beide Profilin-Isoformen unterschiedliche Funktionen besitzen.  
Der Nachweis, dass chPFN2a die cytoplasmatische Funktionen der PFN1-Isoformen der Mammalia 
übernimmt, eröffnet neue Perspektiven bezüglich der Evolution der Profiline in Vertebraten. Aufgrund 
der höheren Konservierung von PFN2a innerhalb der Vertebraten könnte spekuliert werden, dass diese 
Isoform evolutiv älter ist als PFN1. Da bisher die Expressionsmuster der Profiline in anderen 
Vertebraten noch nicht bestimmt wurden, könnte PFN2a ebenfalls in anderen Spezies die ubiquitär 
exprimierte Isoform darstellen. Die Gemeinsamkeiten zwischen PFN1-Isoformen aus Zebrafisch und 
Maus bzw. PFN2a in Krallenfrosch und Huhn deuten daraufhin, dass innerhalb der Amphibien in 
manchen Organismen PFN1 seine hohe Affinität zu G-Aktin verlor (Abb. 4.4). Möglicherweise hat 
PFN2a in diesen Organismen zusätzliche Funktionen in der Aktin-Dynamik von nicht-neuronalen 
Zellen hinzugewonnen oder beibehalten. Vielleicht markieren PFN1 und PFN2a einen Zeitpunkt, an 
dem sich die Entwicklungen zu Sauropsiden und Mammalia voneinander trennten. 
In Mammalia könnte die Expression von PFN2a aufgrund des ubiquitären PFN1 auf neuronale Zellen 
beschränkt worden sein, da PFN2a im Gegensatz zu PFN1 neurospezifische Prozesse wie z.B. die 




Die Ergebnisse dieser Arbeit eröffnen auf verschiedenen Gebieten neue Ansätze zur Erforschung der 
Profiline. Dies betrifft die Funktionen der Profiline im ZNS, die molekularen Mechanismen zur 




 Diskussion 134 
 
4.4.1 Ausblick zur Analyse von Profilin 1 und Profilin 2a in Neuronen  
 
Die mithilfe des „Knock down & Knock in“-Vektorsystems erzielten Resultate haben erstmals eine 
Funktion von PFN2a in der Aktin-abhängigen Regulation der dendritischen Morphologie 
nachgewiesen.  Bisher ist jedoch unbeantwortet, welche Funktion PFN1 in diesen Prozesse spielen 
könnte. Da PFN1 im Gegensatz zu PFN2a weit weniger in „dendritic spines“ lokalisiert, liegt die 
Vermutung nahe, dass die morphologischen Veränderungen der CA1-Neurone PFN2a-spezifisch sind. 
Mit Sicherheit kann dies durch PFN1-spezifische RNAi-Experimente verifiziert werden. Da die 
Transfektion von Neuronen mit einem PFN1-spezifischen RNAi-Plasmid zu einer drastisch erhöhten 
Letalität führte, konnte eine mögliche Funktion von PFN1 in Dendriten und „dendritic spines“ nicht 
analysiert werden. Alternativ könnte jedoch über das PFN2a-spezifische „Knock down & Knock in“-
System endogenes PFN2a gegen PFN1 substituiert werden. Anhand analoger morphologischer 
Studien in Neuronen mit erhöhter PFN1-Expression könnte festgestellt werden, ob die Regulation der 
dendritischen Morphologie Isoform-spezifisch auf dem Verlust von PFN2a basiert. Zudem gilt es die 
Signalkaskaden zu identifizieren, die PFN2a und seine Auswirkungen auf das Mikrofilamentsystem 
von Neuronen steuern.  
Zur Untersuchung von Signalkaskaden und ihrer Effektoren könnten weitere Bindungsmutanten von 
PFN2a verwendet werden. Phospholipid-Bindungsmutanten von PFN2a könnten zum Nachweis 
PLCγ1-abhängiger Signalwege genutzt werden. Für die Untersuchung einer Phosphorylierungs-
abhängigen Regulation von PFN2a könnten nach Kartierung der Phosphorylierungsstellen die 
entsprechenden Aminosäure-Reste mutiert werden. Einerseits könnten Phosphorylierungsmutanten in 
vivo eingesetzt werden, die keine Phosphorylierung zu lassen. Zum anderen könnten PFN2a-Mutanten 
verwendet werden, die durch Aminosäure-Substitutionen eine konstitutive Phosphorylierung 
simulieren. Sowohl Phospholipid- als auch Phosphorylierungsmutanten könnten vor allem mit dem 
vorgestellten „Knock down & Knock in“-System detailliert untersucht werden. Zusätzlich zum Einsatz 
des „Knock down & Knock in“-Systems könnten konstitutiv-aktive Rezeptoren in Neuronen 
verwendet werden. Dies könnte zu einer stärken Ausprägung der Prozesse führen, die Profilin-
abhängig in Neuronen reguliert werden. Zusätzlich könnten Kinase-Inhibitoren Aufschluss über die 
Signalwege bieten, in die PFN2a involviert ist. 
 
4.4.2 Ausblick zur Erforschung von Profilin 1 und 2a in Gliazellen 
 
Der erstmalige Nachweis der Profilin-Isoformen 1 und 2a in Gliazellen lässt vermuten, dass beide 
Isoformen neuronale Funktionen im  ZNS ausüben. Durch die Verwendung eines modifizierten 
„Knock down & Knock in“-Systems, das auf Gliazelltyp-spezifischen Promotoren basiert, könnte 
speziell der Einfluss von Profilin auf die Myelinisierung und die Astrocyten-abhängigen Prozesse bei 
der Synaptogenese und synaptischen Plastizität untersucht werden.  
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Falls PFN1 und/oder PFN2a auch in Gliomen exprimiert werden und dort Profilin wie in 
Brustkrebszellen eine Tumorsuppressoraktivität hat (Janke et al., 2000, Wittenmayer et al., 2004, Zou 
et al., 2007), könnte über das „Knock down & Knock in“-System die Profilin-abhängige Migration, 
Invasivität und Metastasenbildung von Glioma in Zellkultur-Experimenten untersucht werden.  
 
4.4.3 Ausblick zur Untersuchung von Profilin 1 und 2a in anderen Organismen 
 
Die ubiquitäre Expression von PFN2a in den verschiedenen getesteten Organen des Huhns kann ein 
Hinweis darauf sein, dass das in Mäusen vorherrschende Profilin-Expressionsmuster ein Sonderfall ist. 
Möglicherweise übernimmt PFN2a auch in anderen Vertebraten außerhalb der Vögel neben seinen 
ZNS-spezifischen Funktionen in nicht-neuronalen Zellen Funktionen, die in Mammalia von PFN1 
erfüllt werden. Zum Beleg dieser Hypothese müssen natürlich weit mehr Organismen der Vertebraten 
als in dieser Arbeit untersucht werden. Von besonderem Interesse könnten die Expressionsmuster der 
Profiline in Vertebraten sein, die evolutiv betrachtet Vorläufer der Mammalia und Sauropsiden 
darstellen. Unter den verfügbaren Modellorganismen wären dies der Zebrafisch Danio rerio, der 
Kugelfisch Fugu rubripes, der Axolotl Ambystoma mexicanum und der Krallenfrosch Xenopus 
tropcialis.  
Zudem sind weitere funktionelle Analysen der Profiline im Huhn vorstellbar. Eine biochemische 
Charakterisierung von chPFN1 könnte einen weiteren Beleg liefern, dass PFN2a in diesem 
Organismus die maßgebliche Funktion in der Regulation der Aktin-Dynamik besitzt. Zudem sind 
inzwischen die Mittel verfügbar, den Einfluss von Profilin auf die Embryogenese des Huhns zu 
untersuchen. So könnten durch eine in ovo-Elektroporation Hühner-Embryonen mit den in dieser 
Arbeit konstruierten miRNA-Vektoren transfiziert werden (Baeriswyl et al., 2008). Durch diese 
Methode könnte über Zellkulturexperimente hinaus die Funktion der Profiline direkt im Organismus 
verfolgt werden. Für weiterführende Experimente könnte das „Knock down & Knock in“-System 
derart modifiziert werden, dass es im Huhn einsetzbar ist. Mit einer gegenseitigen Substitution der 
Profilin-Isoformen könnte deren funktionelle Diversität weiterführend analysiert werden. 
 
4.4.4 Mögliche Modifikationen des „Knock down & Knock in“-Vektorsystems 
 
Die bisher erwähnten Experimente für eine weiterführende Analyse der Profiline basieren auf der 
Weiterentwicklung des „Knock down & Knock in“-Vektorsystems. Für biochemische Analysen wie 
die exakte Bestimmung der Expression von endogenem und exogenem Profilin ist eine drastische 
Erhöhung des Anteils transfizierter Zellen notwendig.  
Dies könnte auf der Basis von amphotrophen Lentiviren erfolgen, mit denen neuronale Zellen mit 
einer Effizienz von über 90 Prozent infiziert werden können (Janas et al., 2006; Harper et al., 2008).  
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Zur Vermeidung cytotoxischer Effekte in den Verpackungszelllinien ist es wahrscheinlich nötig, die 
Promotoren eines lentiviralen „Knock down & Knock in“-Systems zu modifizieren. Denkbar sind 
ZNS-spezifische Promotoren, die während der Produktion der Viren in HEK293T-Zellen nicht aktiv 
sind. Alternativ zu zelltypspezifischen RNAi-Plasmiden könnte auch ein konditionales „Knock down 
& Knock in“-Vektorsystem auf der Basis von Tetracyclin-induzierbaren Promotoren entwickelt 
werden. Bisher wurden solche Systeme für den RNAi-vermittelten Knock down (Dickins et al., 2007; 
Gray et al., 2007; Henriksen et al., 2007) und die Expression von Genen (Gossen et al., 1992, 1995; 
Kistner et al., 1996) getrennt voneinander eingesetzt. Mit einem konditionalen „Knock down & Knock 
in“-System könnten die Funktionen verschiedener Isoformen und Mutanten von Genen nicht nur in 
kultivierten Zellen, sondern auch in Organismen analysiert werden 
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pΔCMV-YFP-C2 basiert auf pEGFP-
C2 (Clontech). Die EGFP-cDNA 
wurde durch die Restriktion mit AgeI 
/ BsrGI gegen die EYFP-cDNA des 
pEYFP-C1 (Clontech) substituiert. 
Drei der vier Enhancer-Kasetten des 
CMV-Promotors wurden per AseI / 
SnaBI-Restriktionsverdau deletiert. 
Vor dem CMV-Promotor wurde eine 




Dieser lentivirale Expressionsvektor wurde von Nina Wittenmayer (Universität Heidelberg) zur 










Der Vektor pRNAT-U6.3/Hygro/siFluc wurde an Position 936 mit einer zusätzlichen EcoRV-















Der Leervektor wurde zur Zirkularisierung mit folgender Linker-Sequenz versehen. 
 
BsmBI  EcoRI  BsaI 
5`-TGCTGGAGACGGAATTCGGTCTCG-3` 
        3`-CCTCTGCCTTAAGCCAGAGCGTCC-5` 
 
miRNA-spezifische Oligonukleotide wurden mittels BsmBI /BsaI-Restriktionsverdau in den Vektor 
pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR kloniert. 
 Anhang  
 




Für YFP-Profilin codierende cDNAs wurden samt ΔCMV-Promotor per EcoRV / ApaI-
Restriktionsverdau aus pΔCMV-YFP-PFN-Vektoren in den modifizierten pRNAT 2.13-Vektor 
inseriert. 
 









PCR-Programm für die ortsspezifische Mutagenese 
 
1. 30 sec  95°C 
2. 30 sec  95°C 
3. 1 min  55°C (an Primer adaptiert) 
4. 13 min 68°C (die Elongationszeit wird gemäß der Konstruktgröße adaptiert) 
Die Schritte 2.-4. werden in 19 Zyklen wiederholt. 
5. auf 4°C kühlen 
 
Programm zum Annealing von Oligonukleotiden 
 
1. 2 min  88°C 
2. 5 min  65°C 
3. 5 min  55°C  
4. 5 min  37°C  
5. 5 min  22°C 
 
 
 Anhang  
 

















aaaaagtgttacgaaatggcttcccacctgcgtcgttcgcagtattga hPFN1 WT-cDNA 
aa
 
gaaatgttatgaaatggcctcccaccttcggcgttcccagtactga modifizierte hPFN1-cDNA 
Stille Mutationen zwischen natürlicher und synthetischer hPFN1-cDNA sind in rot hervorgehoben. 
 
Quelle: Rosan, 2007 
 




Die als „non-optimized“ bezeichnete Sequenz stellt die natürliche mPFN2a-cDNA dar. Als 
„optimized“ wurde die synthetische cDNA bezeichnet. Zwischen den Sequenzen übereinstimmende 
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